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Resumo 
Streptomyces são bactérias que habitam predominantemente o solo, 
porém podem ser encontradas nos mais diversos ambientes. O metabolismo 
secundário desses micro-organismos é extensamente estudado, pois é rico em 
moléculas com diferentes aplicações na indústria farmacêutica. Um exemplo 
desse vasto metabolismo e suas aplicações pode ser reconhecido na 
descoberta de antibióticos no século XX, os quais foram, em sua maioria, 
isolados de diferentes cepas de Streptomyces. Dentre a variedade de 
metabólitos produzidos por esse gênero estão as antimicinas, um inibidor da 
cadeia respiratória, que é empregado como piscicida, e as manopeptimicinas, 
glicopeptídeo isolado inicialmente de S. hygroscopicus, que possuem ação 
contra cepas resistentes aos antibióticos mais potentes, tais como metilciclinas 
e vancomicina. Nesse sentido, esse projeto teve como objetivo estudar a 
produção desses metabólitos, codificados no genoma da linhagem da 
Streptomyces sp. CBMAI 2043 realizando mutações na linhagem selvagem e 
ainda expressando os agrupamentos de genes relacionados à biossíntese 
desses metabólitos em linhagem heteróloga (S. coelicolor), de forma a 
aprofundar o conhecimento sobre o maquinário enzimático produtor destas 
moléculas e outras análogas. 
 
Palavras chave: Streptomyces, antibioticos, biossíntese. 
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Abstract  
Streptomyces are bacteria that inhabit predominantly the soil but the 
secondary metabolism of these microorganisms is extensively studied as it is 
rich in molecules with different applications in the pharmaceutical industry. An 
example of this vast metabolism and its functions can be recognized in the 
discovery of antibiotics in the twentieth century; these entities were mostly 
isolated from different strains of Streptomyces. Among the variety of 
metabolites produced by these microorganisms are antimycins, a respiratory 
chain inhibitor, which is used as a piscicide, and the mannopeptimycins, a 
glycopeptide, isolated primarily from S. hygroscopicus, that act against strains 
resistant to the most potent antibiotics, such as methylcyclines and vancomycin. 
In this sense, this project aimed to study the production of these metabolites, 
encoded in Streptomyces sp. CBMAI 2043 genome performing mutations in the 
wild strain and expressing genes clusters related to the biosynthesis of these 
metabolites in a heterologous strain (S. coelicolor) in order to expand the 
knowledge about the enzymatic machinery producing these molecules and 
possible analogues. 
 
Keywords: Streptomyces, antibiotics, biossynthesis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 
 
 
 
Lista de Figuras 
 
Figura 1. Estrutura do salvarsan, primeiro antibiótico sintético. Adaptado de 
Guimarães e colaboradores. ............................................................................ 18 
Figura 2. Alguns exemplos de antibióticos β-lactâmicos. Adaptado de 
Guimarães e colaboradores. ............................................................................ 19 
Figura 3. Estágios de desenvolvimento das Streptomyces. Adaptado de Sherr 
e Nguyen. ......................................................................................................... 21 
Figura 4. Exemplos de policetídeos utilizados pela indústria farmacêutica. 
Adaptado de Weissman. .................................................................................. 22 
Figura 5. Representação de uma PKS-tipo I. Adaptado de Weissman. .......... 23 
Figura 6. Representação de uma PKS-tipo II. Adaptado de Weissman. ......... 24 
Figura 7. Representação de uma PKS-tipo III. Adaptado de Weissman. ........ 24 
Figura 8. Estrutura da vancomicina, um dos antibióticos mais potentes e 
também uma molécula da classe de peptídeos não ribossomais. ................... 25 
Figura 9. Representação das reações de uma NRPS. A etapa 1 representa a 
conformação aberta, que permite a ligação do aminoácido, ATP e Mg2+, nessa 
etapa ocorre a liberação de dois fosfatos e da formação do complexo 
aminoácido-AMP. A etapa 2 mostra a eliminação do AMP e a ligação do 
aminoácido ao domínio PCP. A etapa 3 indica a formação da ligação peptídica 
e a etapa 4 mostra a transferência da molécula para o domínio TE. Adaptado 
de Marahiel e Essen. ........................................................................................ 26 
Figura 10. Representação do mecanismo simplificado da biossíntese de 
peptídeos não ribossomais. O módulo 1 indica a iniciação, o 2 indica o aumento 
da cadeia, 3 indica possíveis modificações estruturais e o módulo n é o 
terminal. Adaptado de Strieker e colaboradores. ............................................. 27 
Figura 11. Representação do mecanismo de reação do domínio de 
condensação. Adaptado de Bloudoff e Schmeing. ........................................... 28 
Figura 12. Estrutura geral de uma antimicina. Adaptado de Yan e 
colaboradores. .................................................................................................. 28 
Figura 13. 2-metoxiantimicina derivada sintética que atua sobre as proteínas 
anti-apoptóticas sem inibir a respiração. Adaptado de Seipke e colaboradores.
 ......................................................................................................................... 29 
Figura 14. Estrutura geral das manopeptimicinas (a esquerda) e grupos R (a 
direita). Os números 1,2,3,4 e 5 correspondem ao grupo R das 
manopeptimicinas α, β, γ, δ, ε, respectivamente. Adaptado de He e 
colaboradores. .................................................................................................. 30 
Figura 15. Estruturas das desferroxaminas B e E. Adaptado de Angolini e 
colaboradores. .................................................................................................. 45 
9 
 
 
 
Figura 16. Espectro de fragmentação para a desferroxamina, obtido com o 
auxílio do programa MassLynx.  ....................................................................... 46 
Figura 17. Esquema do cluster de genes que biossintetizam as 
desferroxaminas em Streptomyces sp. CBMAI2043 (A) e S. coelicolor M145. 
Adaptado de Barona-Gómez e Angolini. .......................................................... 46 
Figura 18. Rota biossintética da produção de desferroxaminas, onde o 
substituinte R pode ser -CH3 ou -CH2CH2COOH. Adaptado de Barona-Gómez.
 ......................................................................................................................... 47 
Figura 19. (A) ESI(-) FT-ICR-MS de Streptomyces sp. CBMAI 2043, obtido de 
um extrato (meio AFMS) no modo full scan, (B) padrão de fragmentação 
(MS/MS) da antimicina A1a desprotonada. ...................................................... 48 
Figura 20. Esquema do cluster de genes que biossintetizam as antimicinas em 
Streptomyces sp. CBMAI2043 (A) e S. ambofaciens. Adaptado de Seipke e 
Angolini. ........................................................................................................... 49 
Figura 21. Ativação do substrato triptofano para início da biossíntese. 
Adaptado de Seipke e colaboradores. ............................................................. 50 
Figura 22. Via biossintética das antimicinas. Adaptado de Seipke e 
colaboradores. .................................................................................................. 51 
Figura 23. ESI(+)Orbitrap de um extrato de Streptomyces sp. CBMAI 2043 
(meio A) apresentando os íons observados entre m/z 1000 – 1200, no modo full 
scan.  ................................................................................................................ 52 
Figura 24. Apresentação esquemática do cluster biossintético da candicidina 
em Streptomyces sp. CBMAI 2043(A) e S. griseus. Adaptado de Campelo e 
Angolini. ........................................................................................................... 53 
Figura 25. Biossíntese da candicidina. Adaptado de Campelo e colaboradores.
 ......................................................................................................................... 54 
Figura 26. Biossíntese das manopeptimicinas.Adaptado de Magarvey e 
colaboradores. .................................................................................................. 55 
Figura 27. Descrição do cluster de genes biossintéticos em Streptomyces sp. 
CBMAI 2043 (genes 23 e 24 semelhantes ao mppA  emppB) (A); Descrição do 
cluster de genes biossintéticos em S. hygroscopicus (B).Adaptado de Angolini e 
colaboradores. .................................................................................................. 55 
Figura 28. Homologias do cluster 21 com genes já conhecidos ...................... 56 
Figura 29. Contigs 21-58 e 21-59 contendo as informações dos possíveis 
precursores e extensores incorporados ao longo da biossíntese das 
manopeptimicinas. ........................................................................................... 56 
Figura 30. Alinhamento de proteínas do mppA e CBMAI2043 (A) e mppB e 
CBMAI 2043 (B). Em verde Streptomyces sp.e em preto Streptomyces 
hygroscopicus. ................................................................................................. 57 
Figura 31. Esquema de deleção indicando o gene alvo e as regiões 
flanqueadoras.  ................................................................................................. 58 
v 
10 
 
 
 
Figura 32. Esquema da reação de Gibson Assembly. As regiões de homologia 
são mostradas em verde e laranja. Adaptado de New England BioLabs. ........ 59 
Figura 33. Plasmídeo pYH7 com a região de deleção incorporada (em 
vermelho).  ....................................................................................................... 59 
Figura 34. Plasmídeo de deleção do cluster de genes das manopeptimicinas. 
 ......................................................................................................................... 60 
Figura 35. PCR de colônia e ensaio de restrição com NdeI, colônia 10 e 4 
pertencem ao cluster 21 (A). Ensaio de restrição com enzima XhoI, A, D e E 
pertencem ao cluster 21 (B). (Marcador de peso molecular – Sinapse 1 kb).  . 60 
Figura 36. Confirmação do segundo cruzamento. Placa com apramicina 
indicando as colônias que sofreram o segundo evento de conjugação.  ......... 62 
Figura 37. (A) Confirmação das deleções por meio de PCR de colônia, usando 
os primers de confirmação. (B) DNA extraído das cepas mutantes e controles 
positivos (relacionados ao cluster 21).  ............................................................ 62 
Figura 38. Domínios do gene 58. Em destaque, domínios da região deletada. 
 ......................................................................................................................... 63 
Figura 39. Cromatogramas dos meios de cultura das cepas mutantes (4 e 10) 
e selvagem.  ..................................................................................................... 63 
Figura 40. Cromatogramas dos pellets das cepas mutantes (4 e 10) e 
selvagem.  ........................................................................................................ 64 
Figura 41. Cromatograma do mutante 10 (análise do meio). Os picos 
numerados indicam: 1 – Desferroxamina B + Al, 2 – Ferroxamina B, 3 – 
Desferroxamina u1a, 4 – Desferroxamina B, 5 – Desferroxamina E. Tempo de 
retenção entre 0,5 e 12 minutos.  ..................................................................... 64 
Figura 42. ESI(+)-MS/MS da desferroxamina B.  ............................................ 65 
Figura 43. ESI(+)-MS/MS da desferroxamina uA1 (a) e encontrado na literatura 
(b). .................................................................................................................... 65 
Figura 44. ESI(+)-MS/MS da ferroxamina B.  .................................................. 65 
Figura 45. ESI(+)-MS/MS da desferroxamina E.  ............................................ 66 
Figura 46. Cromatogramas dos mutantes 10 e 4 e da cepa selvagem (WT). 
Amostras extraídas com álcool isoamílico. ...................................................... 66 
Figura 47. ESI(+)-MS do mutante 10 em 2,7 minutos ..................................... 67 
Figura 48. ESI(+)-MS do mutante 10 em 2,7 minutos.  ................................... 67 
 Figura 49. Cromatogramas dos mutantes 10 e 4 e da selvagem. Extração com 
resina Amberlite.  ............................................................................................. 67 
Figura 50. Representação da conjugação triparental e conjugação 
intergenérica.  ................................................................................................... 69 
Figura 51. Imagem do resultado das PCRs da cepa heteróloga S. coelicolor 
M1146. ............................................................................................................. 70 
11 
 
 
 
Figura 52.  Imagem do resultado das PCRs das cepas heterólogas de S. 
coelicolor M1146 e M1152.  ............................................................................. 70 
Figura 53. Cromatogramas obtidos das análises das cepas heterólogas 1.1, 
1.2 e 4.3 e da cepa selvagem A23, produtora de antimicinas.  ........................ 71 
Figura 54. ESI(+)-MS/MS do íon 507,3. Em (A) o modo full scan das espécies, 
em (B) a fragmentação do íon 507,3 e em (C) o detalhamento da região de m/z 
60 a 460.  ......................................................................................................... 71 
Figura 55. Representação do M+H da antimicina A4, indicando as clivagens 
que geram os sinais do espectro. A clivagem indicada por 1 representa a 
formação da m/z 421, em 2 mostra-se a formação da m/z 243 e em 3 a 
formação das m/z 287 (se não ocorrer 1) e 200 (após a perda do fragmento 
dado em 1).  ..................................................................................................... 72 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
12 
 
 
 
Lista de tabelas 
 
Tabela 1. Linha do tempo dos antibióticos. Adaptado de Lewis. ..................... 19 
Tabela 2. Características das PKSs. Adaptado de Weissman......................... 22 
Tabela 3. Meios de cultura sólidos para Streptomyces (SFM) e E. coli (LB).  . 34 
Tabela 4. Meios de cultura líquidos para cultivo de Streptomyces.  ................ 34 
Tabela 5. Antibióticos utilizados e suas respectivas concentrações.  .............. 35 
Tabela 6. Primers utilizados para montagem dos plasmídeos de deleção. ..... 35 
Tabela 7. Sequências dos primers utilizados para a triagem da biblioteca 
genômica.  ........................................................................................................ 36 
Tabela 8. Condições da reação de PCR usando a enzima Phusion Master Mix. 
 ......................................................................................................................... 38 
Tabela 9. Condições da reação de PCR usando a enzima MyTaq.  ................ 38 
Tabela 10. Clusters de genes mais significativos encontrados no genoma de 
Streptomyces sp. CBMAI 2043. Adaptado de Angolini e colaboradores. ......... 44 
Tabela 11. Razão m/z de algumas moléculas da classe das antimicinas, seus 
substituintes e fragmento característico. Adaptado de Angolini. ...................... 47 
Tabela 12. Espécies e razões m/z determinados experimentalmente. ............ 64 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
13 
 
 
 
Lista de abreviações 
 
aa: aminoácido 
Acil-CoA: acil-coenzima A 
ACP: proteína carreadora de acila 
A: adenilação 
Aiha: alfa-hidroxienduracidina 
AMP: monofosfato de adenosina 
AT: acil transferase 
ATP: trifosfato de adenosina 
Bcl-2: B-cell lymphoma 2 
Bcl-xL: B-cell lymphoma-extra large 
C: condensação 
CBMAI: coleção brasileira de micro-organismos de ambiente e indústria 
CRISPR: clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
DH: desidrogenase 
DMSO: dimetil sulfóxido 
DNA: ácido desoxirribonucleico 
dNTP: desoxinucleotídeo 
ESAC: E. coli – Streptomyces artificial chromosome 
ESI+: positive electrospray ionization 
ESI-: negative electrospray ionization 
FAD: flavina-adenina dinucleótideo 
FT-ICR: Fourier-transform ion cyclotron resonance 
GNPS: global natural product social molecular networking 
HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência 
KS: cetossintase 
KR: cetorredutase 
MS: espectrometria de massas 
m/z: razão de massa molecular pela carga da molécula 
NRPS: sintetase de peptídeo não ribossomal  
NTP: nucleotídeos 
OD: densidade ótica 
OMS: organização mundial de saúde 
14 
 
 
 
PABA: ácido para-amino-benzóico 
PCI: Solução de fenol, clorofórmio e álcool isoamílico 
PCR: reação em cadeia da polimerase 
PKS: policetídeo sintase 
PLP: piridoxal fosfato 
Primer R: primer da sequência reversa 
Primer F: primer da sequência direta 
RMN: ressonância magnetica nuclear 
Q-TOF: quadrupole time of fligth mass espectrometry 
RNA: ácido ribonucleico 
T: tiolação 
TE: tioesterase 
UPLC: cromatografia líquida de ultra performance 
WT: wild type 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
15 
 
 
 
Sumário 
 
1. Introdução  ............................................................................................. 18 
1.1. Antibióticos: soluções e problemas  ............................................ 18 
1.2. As Streptomyces  ........................................................................ 20 
1.3. Policetídeos e suas sintases  ...................................................... 21 
1.4. Peptídeos não ribossomais e suas sintetases  ........................... 24 
1.5. Um pouco sobre as antimicinas .................................................. 28 
1.6. Um pouco sobre as manopeptimicinas ....................................... 29 
1.7. Tecnologias e ferramentas disponíveis para produtos naturais  . 30 
2. Objetivos ................................................................................................ 32 
2.1. Objetivos gerais .......................................................................... 32 
2.2. Objetivos específicos  ................................................................. 32 
3. Experimental  ......................................................................................... 33 
3.1. Materiais ...................................................................................... 33 
3.1.1. Reagentes ........................................................................................ 33 
3.1.2. Obtenção de linhagens e vetores  .................................................... 33 
3.1.3. Meios de cultura  .............................................................................. 33 
3.1.4. Antibióticos  ...................................................................................... 35 
3.1.5. Primers utilizados  ............................................................................ 35 
3.2. Microbiologia e biologia molecular  ............................................. 36 
3.2.1. Preparação das culturas  ................................................................. 37 
3.2.2. Extração de DNA genômico e eletroforese  ..................................... 37 
3.2.3. Reações de PCR  ............................................................................. 38 
3.2.4. Reação de Gibson Assembly e triagem das colônias  ..................... 38 
3.2.5. Conjugação e PCR de colônia  ........................................................ 39 
3.2.6. Conjugação triparental e expressão heteróloga  .............................. 41 
3.3. Preparo de amostras e avaliação por espectrometria de massas 
 .............................................................................................................. 41 
3.3.1. Extração com acetato de etila  ......................................................... 41 
3.3.2. Extração com acetonitrila  ................................................................ 41 
3.3.3. Extração com metanol e nitrogênio líquido  ..................................... 42 
3.3.4. Extração com resina Amberlite XAD7HP  ........................................ 42 
3.3.5. Extração com álcool isoamílico  ....................................................... 42 
3.3.6. Condições das análises por espectrometria de massas  ................. 43 
16 
 
 
 
4. Resultados ............................................................................................. 44 
4.1. Análise do metabolismo  ............................................................. 44 
4.1.1. Metabolismo da cepa selvagem  ...................................................... 44 
4.1.2. Desferroxamina  ............................................................................... 45 
4.1.3. Antimicina ......................................................................................... 47 
4.1.4. Candicidina ...................................................................................... 51 
4.1.5. Manopeptimicina .............................................................................. 54 
4.2. Biologia molecular  ...................................................................... 57 
4.2.1. Construção do plasmídeo de deleção  ............................................. 57 
4.2.2. Metabolismo da cepa mutante (cluster 21)  ..................................... 63 
4.3. Expressão heteróloga  ................................................................ 68 
4.3.1. Metabolismo da cepa heteróloga  .................................................... 68 
5. Conclusões ............................................................................................ 73 
6. Referencias Bibliográficas ..................................................................... 75 
7. Anexos ................................................................................................... 77 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
17 
 
 
 
1. Introdução 
 
1.1. Antibióticos: soluções e problemas 
A humanidade sempre buscou em diversas fontes a cura para doenças. 
Antes da era dos antibióticos, tratamentos como a sangria e o uso de ervas 
terapêuticas eram amplamente utilizados, e a origem das infecções eram 
geralmente desconhecidas. 
No século XIX descobriu-se que as bactérias poderiam ser as 
causadoras de inúmeras doenças infecciosas. Desde então a busca por 
agentes que atuassem contra esses organismos foi iniciada, sendo que o 
primeiro antibiótico sintético foi produzido em 1910 e era conhecido como 
salvarsan (Figura 1), um medicamento que foi amplamente utilizado no 
tratamento de sífilis.1 
 
Figura 1. Estrutura do salvarsan, primeiro antibiótico sintético. Adaptado de Guimarães e 
colaboradores.1 
A descoberta da penicilina (Figura 2), por Alexander Fleming, e 
posteriormente seu isolamento e introdução, por Ernst B. Chain, Howard W. 
Florey e Norman Heatley, marcou a história da humanidade por salvar a vida 
de muitos soldados durante a segunda guerra mundial, e revolucionou os 
estudos sobre o desenvolvimento de antibióticos, fazendo com que a penicilina 
e seus derivados sejam utilizados até hoje. A partir de então, organismos como 
fungos e bactérias foram estudados com o intuito de encontrar novas 
moléculas de interesse para a indústria farmacêutica.1 
Ao longo do século XX inúmeros antibióticos foram descobertos e o uso 
desses medicamentos, muitas vezes de forma indiscriminada, favoreceu o 
processo natural de resistência bacteriana. Com isso, o aparecimento de 
bactérias super-resistentes é considerado um dos principais problemas de 
saúde pública do século XXI (Tabela 1).1,2 
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Figura 2. Alguns exemplos de antibióticos β-lactâmicos. Adaptado de Guimarães e 
colaboradores.1 
Tabela 1. Linha do tempo dos antibióticos. Adaptado de Lewis.2 
Classe de antibiótico; 
exemplo Descoberta Introdução 
Aparecimento de 
resistência Alvos 
Sulfonamidas; prontosil 1932 1936 1942 
Bactérias Gram – 
positivas 
β-lactâmicos; penicilina 1928 1938 1945 Amplo espectro 
Aminoglicosídeos; 
estreptomicina 1943 1946 1946 Amplo espectro 
Cloranfenicois; 
cloranfenicol 1946 1948 1950 Amplo espectro 
Macrolídeos; 
eritromicina 1948 1951 1955 Amplo espectro 
Tetraciclinas; 
clortetraciclina 1944 1952 1950 Amplo espectro 
Rifamicinas; rifampicina 1957 1958 1962 
Bactérias Gram – 
positivas 
Glicopeptídeos; 
vancomicina 1953 1958 1960 
Bactérias Gram – 
positivas 
Quinolonas; 
ciprofloxacina 1961 1968 1968 Amplo espectro 
Estreptograminas; 
estreptogramina B 1963 1998 1964 
Bactérias Gram – 
positivas 
Oxazolidinonas; 
linezolida 1955 2000 2001 
Bactérias Gram – 
positivas 
Lipopeptídeos; 
daptomicina 1986 2003 1987 
Bactérias Gram – 
positivas 
Fidaxomicina 1948 2011 1977 
Bactérias Gram – 
positivas 
Diarilquinolonas; 
bedaquilina 1997 2012 2006 
Mycobacterium 
tuberculosis 
 
A resistência microbiana cresceu muito nos últimos anos, e uma 
estimativa da organização mundial de saúde (OMS) mostra que organismos 
super-resistentes causarão 10 milhões de mortes no ano de 2050 na Europa.3 
Nesse sentido, a descoberta de novos fármacos é extremamente 
importante, e a química de produtos naturais, aliada a biotecnologia, permite o 
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estudo do genoma de micro-organismos, favorecendo a descoberta de novas 
moléculas que podem atuar como antibióticos e agentes quimioterápicos para 
diversas outras doenças. 
1.2. As Streptomyces 
As bactérias do gênero Streptomyces são da ordem das actinobactérias, 
da família Streptomycetales. São organismos gram-positivos, contendo altas 
concentrações de peptídeoglicano em sua parede celular, e estão presentes 
em diversos ambientes. Esses organismos possuem alto conteúdo de bases 
guanina e citosina em seu genoma nas regiões que correspondem a produção 
de metabólitos secundários, sendo que o alto número dessas bases no 
genoma de diversos micro-organismos foi um indicativo de alta variedade de 
metabólitos frente aos organismos que possuem majoritariamente adenina e 
tirosina. As Streptomyces são importantes, pois seu metabolismo secundário é 
extremamente vasto, sendo essas bactérias produtoras de inúmeras moléculas 
de interesse farmacológico.4 
As Streptomyces exibem forma filamentar e o processo de diferenciação 
morfológica apresenta grande importância (Figura 3), sendo único em micro-
organismos gram-positivos. Classificado como um dos organismos mais 
importantes existentes no solo recebe essa consideração devido a sua grande 
versatilidade, que não se restringe a produção de metabólitos, mas também se 
estende ao papel fundamental das actinobactérias no reciclo biológico da 
matéria orgânica.5 
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Figura 3. Estágios de desenvolvimento das Streptomyces. Adaptado de Sherr e Nguyen.4 
Diversos antibióticos foram descobertos em diferentes cepas de 
Streptomyces, como por exemplo, a estreptomicina, isolada da cepa S. griseus, 
o cloranfenicol, isolado de S. venezuelae e a vancomicina, isolado de S. 
orientalis.5 
Devido à grande importância dos produtos do metabolismo secundário 
para a indústria farmacêutica, o estudo do seu genoma, metabolismo e 
enzimologia se mostram muito importantes. Dentre os principais metabólitos 
produzidos pelas Streptomyces estão os policetídeos e os peptídeos não 
ribossomais.5 
1.3. Policetídeos e suas sintases  
Os policetídeos são moléculas do metabolismo secundário, produzidos 
por um grande número de bactérias, fungos e plantas. Com uma grande 
diversidade de estruturas e formas, essa classe de metabólitos engloba um 
grande número de moléculas que foram ou ainda são de grande interesse para 
a indústria farmacêutica. Um exemplo de destaque é a eritromicina A (Figura 
4), um antibiótico utilizado por muitos anos e que resultou no análogo semi-
sintético azitromicina, um dos antibióticos mais vendidos no mundo. Outra 
molécula importante que pertence a essa classe é a lovastatina (Figura 4), 
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fármaco amplamente utilizado no tratamento de níveis elevados de 
colesterol.6,7 
 
Figura 4. Exemplos de policetídeos utilizados pela indústria farmacêutica. Adaptado de 
Weissman.6 
Esse grande grupo de moléculas é biossintetizado por enzimas 
conhecidas como sintases de policetídeos (PKSs), a partir de unidades de acil-
CoA. Os estudos relacionados a esses metabólitos são impulsionados por eles 
apresentarem atividades biológicas interessantes, pelo alto valor de mercado e 
pelo fato de que as PKSs produzem estruturas dificilmente obtidas por outros 
métodos que não sejam biossíntéticos.7 
As PKSs possuem quatro domínios obrigatórios, que são os domínios de 
aciltransferase (AT), responsável pela ativação do acil-CoA, proteína 
carreadora de acila (ACP), responsável pelo aumento da cadeia, cetossintase 
(KS), que catalisa o aumento da cadeia e tioesterase (TE), que permite a 
liberação do policetídeo.  Essas enzimas podem ser classificadas em três 
categorias: PKS-tipo I, PKS-tipo II e PKS-tipo III (Tabela 2). 
Tabela 2. Características das PKSs. Adaptado de Weissman.6 
Tipo de PKS Modo de operação Modo de ativação do substrato Produto típico 
I Modular ACP Reduzido 
II Interativo ACP Aromático  
III Interativo CoA Aromático  
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As PKSs-tipo I modulares são caracterizadas por módulos de ação não 
iterativa, sendo que cada um deles possui domínios de AT, ACP, KS que são 
responsáveis por selecionar e ativar o substrato e catalisar o aumento da 
cadeia (Figura 5). Domínios não obrigatórios, como o de ceto-redutase (KR), 
podem estar presentes e realizarem um conjunto variável de modificações 
redutivas dos grupos carbonílicos, antes do início do ciclo seguinte de extensão 
da cadeia. A ordem dos módulos nas enzimas PKS determina a sequência dos 
eventos biossintéticos, e a variação de domínios dentro dos módulos permite a 
diversidade estrutural observada nos metabólitos resultantes.7 
 
 
Figura 5. Representação de uma PKS-tipo I. Adaptado de Weissman.6 
As PKSs-tipo II atuam de forma interativa. A iniciação da cadeia e o 
alongamento são realizados pela ''PKS mínima'' que consiste de dois domínios 
de condensação tipo cetossintase (KS1 e KS2). Apenas o primeiro domínio KS 
contribui como sitio ativo para condensação. A cadeia crescente é ligada na 
forma de tioéster a um domínio de ACP (Figura 6).6 
Carregamento           Módulo 1                Módulo 2                         Módulo 3 
23 
 
 
 
 
Figura 6. Representação de uma PKS-tipo II. Adaptado de Weissman.6 
As PKSs-tipo III usam um único domínio do tipo KS para catalisar a 
condensação de unidades de acetil-CoA. A extensão da cadeia é 
frequentemente seguida por condensação intramolecular e formação do anel 
aromático através do intermediário linear, todas dentro do mesmo sítio ativo da 
PKS (Figura 7).6 
 
Figura 7. Representação de uma PKS-tipo III. Adaptado de Weissman.6 
1.4. Peptídeos não ribossomais e suas sintetases 
Uma família grande e importante que merece destaque são os peptídeos 
não ribossomais. As moléculas desse grupo são diversificadas e possuem 
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grande aplicação na indústria, uma vez que podem ser utilizadas como toxinas, 
pigmentos, antibióticos (daptomicina e vancomicina (Figura 8)), antitumorais (a 
bleomicina), imunossupressores (ciclosporina), entre outras aplicações.8 
 
Figura 8. Estrutura da vancomicina, um dos antibióticos mais potentes e também uma 
molécula da classe de peptídeos não ribossomais.  
Um exemplo de aplicação trata-se da molécula surfactina, um 
biossurfactante produzido por vários gêneros de bactérias. Os biossurfactantes 
são menos tóxicos e mais biodegradáveis que os surfactantes sintéticos, e 
atualmente são utilizados para remediar solos contaminados com 
hidrocarbonetos e outros derivados de petróleo, e por conta de suas 
propriedades, seu uso tende a ser aumentado nos próximos anos.8 
Os peptídeos não ribossomais recebem esse nome porque sua 
biossíntese ocorre independentemente dos ribossomos. Essas moléculas são 
produtos do metabolismo secundário de fungos e bactérias, sendo formadas 
pela condensação consecutiva de aminoácidos. As reações de condensação 
são mediadas pelas enzimas sintetases de peptídeo não ribossomal (NRPSs). 
Além dos aminoácidos proteinogênicos, outros blocos de construção são 
aceitos, como os aminoácidos não proteinogênicos, os ácidos graxos e α – 
hidróxiácidos, sendo que esses grupos contribuem para variedade estrutural 
dessas moléculas.9 
As NRPSs possuem três domínios obrigatórios, que são os domínios de 
adenilação (A), condensação (C) e proteína carreadora de peptidila (PCP) ou 
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tiolação (T). O domínio de tioesterase (TE) ou redutase (R) é um domínio final, 
que é responsável pela liberação do peptídeo.10 
O domínio de adenilação é responsável pela seleção e ativação do 
substrato, que ocorre com consumo de ATP, catalisando a transferência do 
grupo acilado de um domínio A para o tiol do PCP. Esse domínio é dividido em 
dois subdomínios, o maior, conhecido como Acore, que conta com 
aproximadamente 450 resíduos de aminoácidos, e o menor, Asub, que contém 
em torno de 100 resíduos de aminoácidos. O Asub possui grande mobilidade 
entre os estados funcionais que ocorrem ao longo das reações do domínio de 
adenilação. Quando a conformação está aberta, o Asub permite a ligação do 
aminoácido, do substrato Mg2+ e do ATP.  Ao se fechar, o Asub sofre uma 
rotação em torno de 30°, liberando então resíduos para a reação de 
adenilação, permitindo a formação do aminoacil-adenilato ativado. Na etapa 
seguinte, o Asub sofre nova rotação, em torno de 140°, permitindo que o 
domínio PCP se ligue ao substrato ativado (Figura 9).9,10,11 
 
Figura 9. Representação das reações de uma NRPS. A etapa 1 representa a conformação 
aberta, que permite a ligação do aminoácido, ATP e Mg2+, nessa etapa ocorre a liberação de 
dois fosfatos e da formação do complexo aminoácido-AMP. A etapa 2 mostra a eliminação do 
AMP e a ligação do aminoácido ao domínio PCP. A etapa 3 indica a formação da ligação 
peptídica e a etapa 4 mostra a transferência da molécula para o domínio TE. Adaptado de 
Marahiel e Essen.11 
PCP 
PCP 
26 
 
 
 
O domínio de proteína carreadora de peptidila é responsável pelo 
transporte dos substratos aminoacila e peptidila para os demais domínios da 
NRPS. Esses domínios são pequenos, possuindo cerca de 80 resíduos de 
aminoácido, e são os únicos que não possuem sítio ativo em suas cavidades, 
porém possuem substratos para todos os domínios da NRPS, e ao longo do 
ciclo catalítico é capaz de promover interações em proteínas do seu domínio 
com os demais domínios do módulo.10 
 
 
Figura 10. Representação do mecanismo simplificado da biossíntese de peptídeos não 
ribossomais. O módulo 1 indica a iniciação, o 2 indica o aumento da cadeia, 3 indica possíveis 
modificações estruturais e o módulo n é o terminal. Adaptado de Strieker e colaboradores.9 
 O domínio de condensação possui em torno de 450 resíduos de 
aminoácidos. Esse domínio promove a formação de ligações peptídicas, e em 
geral, o número de domínios C corresponde ao número de ligações peptídicas 
presentes no produto final.10,11 
Esse domínio possui um sítio doador, que acomoda o substrato peptidil-
S-PCP, e um sítio receptor, que acomoda o substrato aminoacil-S-PCP. Assim 
sendo, a reação de formação da ligação peptídica se inicia pelo ataque 
nucleofílico do grupo α-amino do receptor sobre o grupo tioéster do doador 
(Figura 11).10,11 
Módulo 1          Módulo 2                      Módulo 3                             Módulo n   
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Figura 11. Representação do mecanismo de reação do domínio de condensação. 
Adaptado de Bloudoff e Schmeing.10 
1.5. Um pouco sobre as antimicinas 
As antimicinas foram isoladas em 1949, de diferentes espécies de 
Streptomyces.12,13 As antimicinas possuem atividades antifúngicas e 
antibióticas, sendo também tóxicas para algumas espécies de peixes (como 
o peixe gato), insetos e nematoides.14 Apenas recentemente, em 2011, o 
cluster de genes que promove a biossíntese desse metabólito foi 
descoberto. Atualmente, a família desses metabólitos conta com mais de 40 
membros. A estrutura é composta por um núcleo de di-lactona e as 
posições que podem sofrer alteração são os carbonos 7 e 8 (alterações no 
grupo R1 e R2), conforme indicado na Figura 12.15 
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Figura 12. Estrutura geral de uma antimicina. Adaptado de Yan e colaboradores.15 
 
Porém atualmente, o que tem chamado a atenção é o fato de a 
antimicina A atuar como um inibidor potente e seletivo de proteínas anti-
apoptóticas mitocondriais, Bcl-2 e Bcl-xL. O modo de ação das antimicinas 
sobre essas proteínas ocorre independentemente do modo de ação 
principal (inibição da cadeia respiratória), sendo que uma derivada sintética, 
2-metoxiantimicina A (Figura 13), atua sem impedir o ciclo respiratório.12 
 
Figura 13. 2-metoxiantimicina derivada sintética que atua sobre as proteínas anti-
apoptóticas sem inibir a respiração. Adaptado de Seipke e colaboradores.14 
 
1.6. Um pouco sobre as manopeptimicinas 
As manopeptimicinas são glicopeptídeos cíclicos, isolados de 
Streptomyces hygroscopicus (LL-AC98). Inicialmente isoladas juntas na 
década de 1950, num caldo conhecido como complexo AC98, suas 
estruturas foram determinadas recentemente (Figura 14), devido à 
complexidade de suas ligações. O complexo AC98 se mostrou interessante 
por possuir atividade contra cepas de staphilococcus resistente a 
metilciclina e enterococcus resistente à vancomicina, inibindo, em ambos os 
casos a síntese da parede celular bacteriana.16 
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Figura 14. Estrutura geral das manopeptimicinas (a esquerda) e grupos R (a direita). Os 
números 1, 2, 3, 4 e 5 correspondem ao grupo R das manopeptimicinas α, β, γ, δ, ε, 
respectivamente. Adaptado de He e colaboradores.16 
 
O núcleo hexapeptídico é composto por dois aminoácidos 
proteinogênicos (glicina e serina) e quatro não proteinogênicos (os dois 
derivados da hidroxi-enduracidina – Aiha-A e Aiha-B). He e colaboradores 
analisaram o complexo AC98, utilizando HPLC de fase reversa e ácido 
trifluoracético como aditivo do solvente, com a finalidade de proporcionar a 
formação de sais de manopeptimicina. As informações estruturais foram 
derivadas de análises de ressonância magnética nuclear.16,17 
As manopeptimicinas tiveram suas massas e fórmulas moleculares 
determinadas por espectrometria de massa de alta resolução com 
transformada de Fourier (FT-ICR) e os detalhes estruturais foram 
elucidados utilizando RMN bidimensional (COSY, TOCSY, HMBC e 
HSQC).16 
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1.7. Tecnologias e ferramentas disponíveis para produtos 
naturais 
Com o advento do Projeto Genoma Humano, técnicas de 
sequenciamento se tornaram comuns, rápidas e com menores custos, 
favorecendo o sequenciamento do genoma de diversos organismos.18 
O conhecimento do genoma de micro-organismos amplia as técnicas 
utilizadas na descoberta de novos alvos com atividades de interesse. A 
prospecção de genes, conhecida como genome mining, permite prever, com 
base no genoma, metabólitos que podem ser potencialmente produzidos, além 
de permitir o estudo das etapas biossintéticas de moléculas de interesse. Já 
com a aproximação genomisotópica é possível atribuir a estrutura de moléculas 
a partir da escolha correta dos substratos cuja incorporação está prevista no 
cluster, de forma rápida e eficiente.18 
Experimentos de deleção gênica também permitem elucidar os 
metabólitos responsáveis pelas atividades observadas além de associar os 
metabólitos aos agrupamentos de genes que os biossintetizam. Os 
experimentos de expressão heteróloga permitem transferir genes para um 
organismo que não possui a sequência e o sistema CRISPR/Cas9 (clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats) é um novo método de edição 
de genomas mais simplificado e eficiente, baseado no sistema de defesa 
natural dos organismos procariontes, que reconhece DNAs exógenos, 
realizando a sua clivagem e eliminação. 
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2. Objetivos 
 
2.1. Objetivos Gerais 
Os objetivos gerais do projeto compreenderam associar o agrupamento 
de genes relacionados à produção das manopeptimicinas e antimicinas 
anotados a partir do sequenciamento total da bactéria Streptomyces sp. CBMAI 
2043 (antiga Streptomyces wadayamensis) às entidades químicas através da 
avaliação do cultivo da linhagem selvagem e de linhagens nas quais genes 
específicos das etapas de biossíntese foram deletados. Adicionalmente, a partir 
de uma biblioteca do tipo ESAC (E. coli – Streptomyces Artificial Chromosome) 
almejou-se fazer a transferência do cluster completo de genes relacionados a 
esses dois metabólitos para linhagens apropriadas para produção heteróloga e 
manipulação para estudos biossintéticos e possível obtenção de análogos 
estruturais. 
2.2. Objetivos específicos 
Os objetivos específicos consistiram em: 
1. Observar a funcionalidade dos clusters de genes realizando 
experimentos de deleção; 
2. Transferir material genético para organismo heterólogo; 
3. Observar a produção de metabólitos conhecidos e desconhecidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
32 
 
 
 
3. Experimental 
 
3.1. Materiais 
 
3.1.1. Reagentes 
Os reagentes de grau analítico foram adquiridos da empresa Sigma 
Aldrich. Os materiais utilizados para preparo de meios de cultura foram 
adquiridos da empresa Oxoid. Os solventes de grau HPLC foram adquiridos da 
empresa T. J. Baker. Os reagentes de biologia molecular foram adquiridos das 
empresas New England Biolabs, Sinapse, Thermo Fisher Scientific, Quiagen e 
Zymoclean. 
3.1.2. Obtenção das linhagens e vetores 
A linhagem Streptomyces sp. CBMAI 2043 (antiga Streptomyces 
wadayamensis A23) foi extraída das raízes de Citrus reticulata. O gênero foi 
confirmado por análise de amplificação da região 16S em comparação com 
diversas actinobactérias. As etapas de isolamento foram realizadas pelo Prof. 
Dr. Wellington Araújo, Prof. Dr. João Lúcio de Azevedo e Dra. Joelma 
Marcon. A linhagem foi recentemente depositada no acervo da Divisão de 
Recursos Microbianos – Coleção Brasileira de Micro-organismos de Ambiente 
e Indústria (CBMAI – CPQBA), quando passou a ser denominada de 
Streptomyces sp. CBMAI 2043. 
As linhagens geneticamente engenheiradas de S. coelicolor (M1146, 
M1152 e M1154) foram cedidas pelo Prof. Dr. Peter Leadley (Cambridge, UK) e 
correspondem as cepas originalmente construídas. 
Linhagens de E. coli  DH10B foram utilizadas para clonagem da 
Biblioteca ESAC. A linhagem metilatransferase-deficiente E. coli  ET12567 
(dam-dcm-hsdM-) foi utilizada como doadora nos experimentos de conjugação. 
Os vetores utilizados nesse trabalho foram o pYH7, usado para deleção 
de genes, e o pESAC13A, usado para montagem de biblioteca genômica. 
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3.1.3. Meios de cultura 
Na Tabela 3 e 4 são descritos os reagentes necessários para 
preparação dos meios de cultura líquidos e sólidos, bem como as respectivas 
concentrações dos aditivos. 
Tabela 3. Meios de cultura sólidos para Streptomyces (SFM) e E. coli (LB). 
Meio SFM 
Material Concentração  
Farinha de Soja 20 g L-1 
D-manitol 20 g L-1 
Agar 20 g L-1 
MgCl2 6H2O 10 mL L-1 
Meio LB 
Material Concentração (g L-1) 
Triptona 10 
Extrato de levedura 5 
Cloreto de Sódio 10 
Agar (para meio sólido) 20 
 
Tabela 4. Meios de cultura líquidos para cultivo de Streptomyces. 
SEED – Meio Vegetativo Extrato de levedura 4 
Material Concentração (g L-1) Extrato de Malte 10 
Peptona 5 Glicose 4 
Amido de milho 20 Meio B 
Extrato de Carne 2 Material Concentração  
Extrato de levedura 3 Carbonato de Cálcio 0,1 g L-1 
Extrato de Soja 2 Glicerol 20 mL L-1 
Carbonato de Cálcio 1 Glicina 2,5 g L-1 
Meio A Cloreto de Sódio 1 g L-1 
Material Concentração (g L-1) KH2PO4 1 g L-1 
Peptona 4 FeSO4 0,1 g L-1 
Extrato de Soja 4 MgSO4 7H2O  0,1 g L-1 
Extrato de Carne 2 Meio C 
Extrato de levedura 2 Material Concentração  
Maltose 20 Carbonato de Cálcio 0,1 g L-1 
Dextrina 10 Glicina 2,5 g L-1 
Meio V Cloreto de Sódio 1 g L-1 
Material Concentração (g L-1) KH2PO4 1 g L-1 
Peptona 24 FeSO4 0,1 g L-1 
Extrato de Carne 1 MgSO4 7H2O  0,1 g L-1 
Extrato de levedura 3 Tween 80 20 mL L-1 
Extrato de Malte 5 Meio INA 
Triptona 5 Material Concentração  
Meio V6 Extrato de Soja 15 g L-1 
Material Concentração (g L-1) Carbonato de Cálcio 5 g L-1 
Peptona 5 Glicerol 30 mL L-1 
Extrato de Carne 5 Cloreto de Sódio 2 g L-1 
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Extrato de levedura 5 Meio RA3 
Glicose 20 Material Concentração  
Caseína Hidrolisada 3 Peptona 2 g L-1 
Cloreto de Sódio 1,5 Extrato de levedura 4 g L-1 
Meio V8 Extrato de Malte 10 g L-1 
Material Concentração (g L-1) Glicose 10 g L-1 
Amido de milho 20 Glicerol 5 mL L-1 
Extrato de Carne 2 MgCl2 6H2O 2 g L-1 
Extrato de levedura 2 Meio TSBY 
Glicose 10 Material Concentração (g L-1) 
Carbonato de Cálcio 3 TSB  30 
Caseína Hidrolisada 4 Sacarose 103 
GYM Extrato de levedura 5 
Material Concentração (g L-1)   
 
3.1.4. Antibióticos 
A Tabela 5 mostra os antibióticos que foram utilizados ao longo dos 
experimentos, a concentração de estoque e a concentração de trabalho, bem 
como os solventes usados para prepara-los. 
Tabela 5. Antibióticos utilizados e suas respectivas concentrações. 
Antibiótico Concentração 
estoque (mg mL-1) 
Concentração trabalho 
(µg mL-1) 
Solvente 
Ácido Nalidíxico (Nal) 25 25 NaOH 0,15 mol L-1 
Apramicina (Apr) 50 50 Água 
Ampicilina (Amp) 100 100 Água 
Cloranfenicol (Cam) 25 25 Etanol 
Tioestreptona (Thio) 50 50 DMSO 
Kanamicina (Kan) 50 50 Água 
 
3.1.5. Primers utilizados 
Desenharam-se os primers para a reação de PCR baseando-se nas 
sequências de bases da cepa Streptomyces sp. CBMAI 2043, utilizando as 
informações do sequenciamento total do genoma da linhagem. 
Tabela 6. Primers utilizados para montagem dos plasmídeos de deleção. 
Código Nome Sequência 
Primers de Deleção 
1 A23cluster15_FI 
TGATCAAGGCGAATACTTCATATGCCATGCACCTGTACGA
CCACCAGC 
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2 A23cluster15_RI CCGGACGGTTCGCAGACCGTCTTCGAGCGCGTGAGGCC 
3 A23cluster15_FII 
CGAAGACGGTCTGCGAACCGTCCGGTACGGCGAACTGGA
C 
4 A23cluster15_RII 
CCGCGCGGTCGATCCCCGCATATGCGTCAGGTCGTCCAG
CGGCAGCTC 
5 A23cluster17_FI 
TGATCAAGGCGAATACTTCATATGATGGGTGTGGCACACG
ACCGCTGC 
6 A23cluster17_RI 
GAAGAGGTCCTCGAACCAGAAGAAGCGTTGCTGGGTGAA
G 
7 A23cluster17_FII CGCTTCTGGTTCGAGGACCTCTTCGAGGACCTCTCC 
8 A23cluster17_RII 
CCGCGCGGTCGATCCCCGCATATGGAGCTCGAAAAAGCC
GTCCTCGA 
 
A biblioteca de clones foi construída em vetor pESAC13A no sítio 
de BamHI. Os clusters de interesse foram triados utilizando-se primers 
específicos para amplificar a região central e as regiões flanqueadoras. O DNA 
genômico da cepa selvagem Streptomyces sp. CBMAI 2043 foi extraído, 
obtendo-se uma massa superior a 10 µg de amostra. Os primers foram 
desenhados utilizando a ferramenta Geneious. As reações de PCR foram feitas 
utilizando a enzima MyTaq, dNTPs e o DNA. Confirmadas as amplificações, as 
amostras foram enviadas para a triagem da biblioteca ESAC. Para cada cluster 
foram construídos três pares de primers, um no começo, um no meio e um no 
final (Tabela 7). 
Tabela 7. Sequências dos primers utilizados para a triagem da biblioteca 
genômica. 
Código Nome Sequência 5'-3' 
Triagem da biblioteca ESAC 
1 Cluster17_R start ACTCCACGCCCTGGCGGCTGAGGT 
2 Cluster17_F start ACCCGAGCGTCCAGCAGCCCCTCA 
3 Cluster17_R médium CGTGAGGACGGTGCGCGGAACACC 
4 Cluster17_F médium GTCCTGGACCGCATGTCCGAGGCC 
5 Cluster17_R end GTCGTCGACGACGACCGGTTCGCC 
6 Cluster17_F end GGCCAGAACGTGACCGTGCCCTGG 
7 Cluster21_R start AACTGGTCGCGCTGCTCGCGGAGC 
8 Cluster21_F start CGCCTCCTCGTCTGCGGAGTGCCA 
9 Cluster21_R médium CGGACCCGAACAGCTCGTGGCGGT 
10 Cluster21_F médium ACGACCAGCGCGCCACCACTGAGG 
11 Cluster21_R end TCCCGCACGACCTGGAGCAGGGCA 
12 Cluster21_F end CGCCGTCTCCGCGAAGATGCCCTC 
 
3.2. Microbiologia e biologia molecular 
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3.2.1. Preparação das culturas 
Para crescimento de Streptomyces sp. CBMAI 2043 em placas de Petri 
utilizou-se o meio SFM sólido. De uma placa antiga, retirou-se uma pequena 
quantidade de células, que foram estriadas numa placa contendo SFM e o 
antibiótico ácido nalidíxico. As placas permaneceram na estufa (30 °C) em 
torno de sete dias e posteriormente foram guardadas em geladeira. 
Para o preparo de culturas em glicerol, cultivaram-se as cepas de 
Streptomyces sp. CBMAI 2043 que cresceram nas placas em meio TSBY. As 
culturas ficaram sob agitação orbital e temperatura de 30 °C por dois dias. 
Após o tempo de crescimento, 35% de células e 75% de glicerol foram 
adicionados a tubos eppendorf que foram armazenados em freezer biológico a 
-80 °C. 
Para o crescimento em meio líquido para posterior avaliação do 
metabolismo, foi necessário cultivar as cepas de Streptomyces no meio 
vegetativo líquido SEED por 48 horas, sob agitação orbital e temperatura de 30 
°C. Após esse período, adicionaram-se 10% do volume do cultivo em 90% dos 
meios descritos na Tabela 4. Os meios ficaram a 30 °C, em agitação orbital por 
sete dias. 
Todas as cepas de E. coli foram cultivadas em meio LB líquido e sólido 
para a realização de experimentos, cada uma com seu respectivo antibiótico.   
3.2.2. Extração do DNA genômico e eletroforese 
Primeiramente cultivou-se Streptomyces A23 em 5 mL de meio líquido 
TSBY com 5 µL de ácido nalidíxico, conforme descrito no item 3.2.1. A extração 
do DNA foi realizada seguindo o protocolo descrito na literatura, utilizando-se o 
método do PCI, adaptado de Sharma e colaboradores.13 O DNA foi 
quantificado em biofotômetro. Preparou-se um gel de agarose na concentração 
0,7% m/v, utilizando como solvente o tampão TAE com concentração 1X, 
adicionou-se o agente intercalante Syber Safe e aguardou-se a polimerização. 
Adicionou-se à cuba o tampão TAE 1X e imergiu-se o gel. Após esta etapa o 
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DNA foi aplicado no gel para realização da eletroforese. Quando se utilizou a 
enzima Phusion Master Mix, adicionou-se a amostra de DNA o corante Loading 
Dye, para possibilitar a visualização das bandas. Ao lado das amostras, 
aplicou-se o marcador de peso molecular da Sinapse. Aplicou-se uma 
diferença de potencial de 110 V ao sistema por 40 minutos. Ao final da 
eletroforese, o gel foi visualizado na câmara de luz ultra-violeta. 
3.2.3. Reações de PCR 
Para a reação de PCR visando a construção do plasmídeo de deleção, 
utilizou-se a mistura da enzima Phusion Master Mix da fabricante New England 
Biolabs com os dNTPs, os primers R e F (I e II), DMSO, água e DNA genômico 
(Tabela 8). Após esta etapa, prepararam-se quatro reações de PCR (40 µL 
cada) para cada par de primer e então realizou-se a precipitação do DNA 
amplificado. 
Tabela 8. Condições da reação de PCR usando a enzima Phusion Master Mix. 
Etapa Temperatura (°C) Tempo (s) N° de ciclos 
Desnaturação inicial 98 30 1 
Desnaturação 98 10 30 
Anelamento 72 15 30 
Extensão 72 15 30 
 
Para a triagem da biblioteca genômica utilizou-se a enzima MyTaq, da 
fabricante Bioline, os dNTPs, os primers R e F, DMSO, água e amostra de DNA 
(Tabela 9). 
Tabela 9. Condições da reação de PCR usando a enzima MyTaq. 
Etapa Temperatura (°C) Tempo (s) N° de ciclos 
Desnaturação inicial 95 60 1 
Desnaturação 95 15 30 
Anelamento 72 15 30 
Extensão 72 10 30 
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Após a amplificação, realizou-se a eletroforese, conforme mencionado 
no item anterior. 
3.2.4. Reação de Gibson Assembly e triagem das colônias 
A reação foi realizada de acordo com o protocolo fornecido pelo 
fabricante (New England BioLabs). O DNA genômico foi adicionado juntamente 
com o Gibson Assembly Master Mix, o plasmídeo pYH7 linearizado e água. Os 
reagentes ficaram em aquecimento isotérmico a 50 °C por sessenta minutos, e 
posteriormente, foram colocados em banho de gelo por sessenta minutos. 
Após essa etapa, procedeu-se com a etapa de transformação, adicionando-se 
a uma cubeta apropriada para eletroporação o produto da reação isotérmica (2 
µL) e a cepa E. coli DH10B eletrocompetente (50 µL) e aplicou-se um pulso de 
1800 V. Foi realizada a adição do meio líquido LB (500 µL) na cubeta e o 
conteúdo foi transferido para um eppendorf, que ficou sob agitação por 1 hora, 
a 37 °C e 250 rpm. Após este tempo, foram preparadas placas (em duplicata 
para cada reação) de LB sólido e apramicina, e então adicionaram-se 150 µL 
do meio contendo as células nas placas. As placas foram cultivadas e ficaram 
em estufa por 24 horas à 37 ºC e posteriormente foram triadas da seguinte 
forma: para cada amostra (placas de E. coli) foram triadas cinco colônias. Para 
a triagem prepararam-se duas placas de LB com apramicina, e as colônias 
isoladas foram transferidas para a nova placa com o auxílio de uma ponteira. A 
ponteira, após ser aplicada na placa foi lavada em 3,5 µL de água. As placas 
foram colocadas a 37 ºC por 24 horas, e a água com a célula foi submetida 
reação de PCR, de acordo com o protocolo descrito no item anterior, com a 
diferença de que ao invés de empregar o DNA de Streptomyces, utilizaram-se 
as células de E. coli. O resultado do PCR foi visualizado em gel de agarose. 
3.2.5. Conjugação e PCR de colônia 
Foram construídos com sucesso dois plasmídeos de deleção. Cinco 
colônias das amostras positivas (amostras 1 e 3) foram inoculadas no meio LB 
líquido por 24 horas, sob agitação orbital e 37 °C. As células foram digeridas e 
obtiveram-se os plasmídeos de deleção. Esses plasmídeos foram submetidos à 
digestão com as enzimas de restrição NdeI e XhoI (New England BioLabs) para 
confirmar a presença do gene de interesse. A conjugação ocorreu da seguinte 
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forma: no primeiro dia inocularam-se colônias isoladas da espécie selvagens 
de Streptomyces sp. CBMAI 2043 em 25 mL de TSBY com ácido nalidíxico. A 
cultura ficou em 30 °C, 200 rpm por aproximadamente 48 horas. No segundo 
dia, inocularam-se 10 µL de estoque de glicerol do plasmídeo de deleção em E. 
coli ET12567 transformada com o plasmídeo pUZ8002 em falcon contendo 5 
mL de meio LB e os antibióticos ampicilina (100 µM), apramicina (50 µM), 
cloranfenicol (25 µM) e kanamicina (50 µM). Os meios foram incubados a 37 
°C, com agitação orbital. No terceiro dia foram inoculados 500 µL da cultura de 
E. coli ET12567/pUZ8002 em falcon contendo 10 mL de meio LB e metade da 
concentração dos antibióticos ampicilina, apramicina, cloranfenicol e 
kanamicina citadas acima. O cultivo foi incubado a 37 °C e 200 rpm por 3 horas 
quando atingiu densidade óptica (A600) de 0,4. As culturas de Streptomyces e 
E. coli (ET12567/pUZ8002) foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 min. O 
sobrenadante foi descartado e os pellets foram ressuspendidos em 20 mL de 
meio LB. A lavagem foi repetida por mais duas vezes. Ao final das lavagens, as 
células de A23 foram suspensas em 1 mL de LB (a qual chamou-se suspensão 
A) e as colônias de E. coli ET12567/pUZ8002 foram suspensas em 200 µL de 
LB (suspensão A). Realizou-se então a diluição seriada da suspensão de 
Streptomyces (suspensão A) da seguinte forma:  
- 500 µL de suspensão A + 500 µL de LB: suspensão B  
- 500 µL de suspensão B + 500 µL de LB: suspensão C  
- 500 µL de suspensão C + 500 µL de LB: suspensão D  
- 500 µL de suspensão D + 500 µL de LB: suspensão E  
Adicionaram-se 500 µL da suspensão E junto de 200 µL de 
ET12567/pUZ8002 em um eppendorf. 200 µL da mistura foram plaqueadas em 
SFM sem antibióticos e as placas resultantes ficaram em estufa a 30 °C por 16 
horas. No último dia foi preparada uma solução de antibiótico contendo 20 µL 
de apramicina e 200 µL de ácido nalidíxico em 10 mL de água deionizada 
estéril, para seleção dos exconjugantes. Após exatas 16 h de incubação, 
recobriram-se as superfícies das placas com 1 mL da solução de antibiótico. As 
placas continuaram em estufa a 30 °C por mais 3 dias, quando apareceram as 
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colônias isoladas. Após essa etapa, 21 colônias foram transferidas para placa 
de SFM / apramicina / ácido nalidíxico, para confirmar o primeiro cruzamento. 
As colônias obtidas foram novamente estriadas em placa SFM sem antibiótico 
para permitir o segundo cruzamento. Para confirmar o segundo cruzamento, 
colônias obtidas em SFM sem antibiótico foram transferidas para placa de meio 
SFM com e sem apramicina. Aquelas que cresceram somente em SFM / 
apramicina foram triadas por PCR, usando um primer de confirmação. 
3.2.6. Conjugação triparental e expressão heteróloga 
Colônias de E. coli TOPO10, ET12567 e DH10B/PAC foram inoculadas, 
separadamente, em 5 mL de LB líquido e os antibióticos ampicilina, 
cloranfenicol e apramicina, respectivamente, por 24 horas, a 37 °C e agitação 
constante. No dia seguinte ao inoculo, 500 µL das bactérias foram inoculadas 
em 10 mL de LB liquído, contendo metade da concentração dos antibióticos 
acima citados, a 37 °C e agitação. Esperou-se a densidade ótica das células 
chegar a um ponto entre 0,4 - 0,6, e então, o meio foi centrifugado e lavado 
duas vezes com 20 mL de LB líquido. O pellet foi ressuspendido em 500 µL de 
LB. Retirou-se uma alíquota de 20 µL de cada suspenção, misturando-as em 
um eppendorf e aplicaram-se 20 µL da mistura em uma placa de Petri contendo 
LB sem antibióticos. No terceiro dia, o resultado da conjugação triparental foi 
estriado em outra placa, contendo agora os antibióticos acima citados. As 
colônias resultantes foram triadas por PCR.  A etapa de conjugação entre E. 
coli e as cepas de Streptomyces coelicolor M1154, M1146, M1152 seguem o 
protocolo descrito no item anterior. O cultivo das cepas heterólogas segue 
como descrito em 3.2.1 e a extração dos metabólitos, segue como descrito em 
3.3. 
3.3. Preparo de amostras e avaliação por espectrometria de massas 
3.3.1. Extração com acetato de etila 
Após sete dias de incubação no meio líquido, adicionaram-se um volume 
de solvente igual ao volume do meio. As amostras ficaram sob agitação por 24 
horas e posteriormente foram centrifugadas por 15 minutos, a 4000 rpm com 
temperatura de 2 °C. O solvente foi separado e então evaporado com auxílio 
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do evaporador rotativo. Os extratos remanescentes foram tratados com 
metanol e avaliados por espectrometria de massas. 
3.3.2. Extração com acetonitrila 
As linhagens selvagem e mutante (cluster que participa da biossíntese 
da manopeptimicina) foram inoculadas em SEED e posteriormente no meio 
GYM, num volume total de 25 mL, usando o mesmo procedimento descrito no 
item 3.2. Preparou-se uma coluna de extração em fase sólida, utilizando a 
resina de troca iônica DEAE Sephadex como fase estacionária (SIGMA, 
A25120), e fases móveis de água/ácido trifluoracético 0,5% e acetonitrila. A 
composição das fases móveis eram 10%, 30%, 50%, 70% e 100% de 
acetonitrila. Foram coletadas várias frações, que posteriormente foram 
evaporadas e submetidas a cromatografia em camada delgada. Os extratos 
foram tratados em metanol e avaliados por espectrometria de 
massas.  Segundo a referência essa extração se revelou eficiente para a 
obtenção de manopeptimicinas.17 
3.3.3. Extração com metanol e nitrogênio líquido 
As células remanescentes do cultivo descrito em 3.3.2 foram separadas. 
O pellet (precipitado contendo as células) foi colocado em um almofariz onde 
foi adicionado nitrogênio líquido por 5 vezes seguidas. Adicionou-se metanol e 
o pellet foi macerado, o solvente foi coletado e evaporado. Os extratos 
resultantes foram avaliados por espectrometria de massas. 
3.3.4. Extração com resina Amberlite (SIGMA, XAD7HP) 
Para a extração utilizando a resina Amberlite (Sigma Aldrish) foi 
necessário realizar três lavagens da resina com metanol e três com água milli 
Q. Após a lavagem, o líquido foi separado da resina, e esta foi seca em estufa 
a 60 °C por 24 horas. Após o tempo de estufa, uma pequena quantidade de 
resina foi adicionada ao meio de cultura, no sétimo dia de incubação e o 
conteúdo ficou sob agitação por uma hora. Após esta etapa, o meio e a resina 
foram centrifugados e o material sólido foi separado e lavado com metanol, que 
ficou sob agitação por cerca de uma hora. Novamente realizou-se a 
centrifugação e o metanol foi coletado e evaporado. 
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3.3.5. Extração com álcool isoamílico 
Após sete dias de incubação no meio líquido, adicionou-se um volume 
de álcool isoamílico igual ao volume do meio. As amostras ficaram sob 
agitação por 24 horas e posteriormente foram separadas com auxílio de um 
funil de separação. O solvente foi separado e então evaporado com auxílio do 
evaporador rotativo. O líquido remanescente foi tratado com metanol e avaliado 
por espectrometria de massas. 
3.3.6. Condições das análises por espectrometria de massas 
As análises no espectrômetro de massas de alta resolução Q-TOF 
(Agilient 6500 Series) se deram nas seguintes condições: fase móvel composta 
de água, acetonitrila e metanol, fase estacionária C18, ESI no modo positivo, 
temperatura do gás 290 °C, gás de secagem no fluxo de 13 L min-1, 
temperatura do gás na fonte de ionização de 300 °C, fluxo do gás na fonte de 
ionização de 12 L min-1, nebulizador à 45 psig, tensão capilar de 3000 V, 
corrente capilar de 4,6 μA, energia de colisão de 100 V. As amostras foram 
analisadas por Full Scan, com análise dependente de dados. Os espectros 
foram obtidos com o programa MassHunter. 
As análises no UPLC-MS foram realizadas no equipamento da Waters 
(Quattro MICRO). Foi utilizado modo ESI positivo, com cone de 50 V, capilar 3 
kV, extrator 3 V, temperatura da fonte 150 °C, temperatura de dessolvatação 
300 °C, fluxo de gás do cone 75 L h-1, fluxo de dessolvatação 800 L h-1 e 
energia de colisão de 25 eV. Os espectros foram obtidos com o programa 
MassLinx. 
Para as análises no FT-ICR-MS foi utilizado o equipamento LTQ FT Ultra 
7T (Thermo Scientific), equipado com uma fonte nano-ESI (Triversa NanoMate 
100 system). A ionização foi realizada tanto no modo negativo quanto no modo 
positivo, com uma faixa de massa entre 100 e 2000 Da. Os espectros foram 
gerados com o programa Xcalibur. 
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4. Resultados 
 
4.1. Análise do metabolismo  
4.1.1. Metabolismo da cepa selvagem 
A linhagem de Streptomyces sp. CBMAI 2043 foi isolada de Citrus 
reticulata (tangerina) e teve o seu genoma sequenciado recentemente pelo 
grupo de pesquisas.15 Também foram realizadas análises via antiSMASH,19 
que indicaram a presença de aproximadamente 32 clusters biossintéticos dos 
seguintes grupos: t1-PKS, t2-PKS e t3-PKS, NPRS, terpeno, lantipeptídeo, 
sideróforo, bacteriocina, ectoina e vias mistas NRPS-t1PKS, lantipeptídeo-
NRPS-t1-PKS, tiopeptídeo-lantipeptídeo, bacteriocina-terpeno. Os clusters 
encontrados são descritos na Tabela 10. 
Tabela 10. Clusters de genes mais significativos encontrados no genoma de 
Streptomyces sp. CBMAI 2043. Adaptado de Angolini e colaboradores.20 
Código 
Cluster 
Localização Tipo de 
cluster 
Metabolito previsto 
Cluster 1 174778 - 225031 nrps-t1pks SGR PTMs BGC (100% dos genes 
apresentam similaridade) 
Frontalamidas BGC (100% dos genes 
apresentam similaridade) 
Cluster 2 258744 - 285332 Terpeno Hopeno BGC (76% dos genes 
apresentam similaridade) 
Cluster 4 
e 16 
1 - 80422 
1 – 69344 
t1pks FR-008 BGC (50% dos genes apresentam 
similaridade) 
FR-008 BGC (95% dos genes apresentam 
similaridade) 
Cluster 5 85376 - 126473 t3pks Herboxidieno BGC (12% dos genes 
apresentam similaridade) 
Cluster 6 208192 - 240719 terpeno-
bacteriocina 
Carotenóide BGC (54% dos genes 
apresentam similaridade), Isorenieratene 
BGC dos genes apresentam similaridade) 
Cluster 7 255844 - 300115 Outro Indigoidina BGC (80% dos genes 
apresentam similaridade), Auricina BGC 
(80% dos genes apresentam similaridade) 
Cluster 8 174427 - 195716 Terpeno Albaflavenona BGC (100% dos genes 
apresentam similaridade) 
Cluster 15 75862 - 86260 Ectoina Ectoina BGC 
Cluster 17 65097 - 139158 NRPS-t1pks Antimicina BGC (93% dos genes 
apresentam similaridade) 
Cluster 21 35751 - 96211 NRPS Manopeptimicina BGC (48% dos genes 
apresentam similaridade) 
Cluster 22 18428 - 30248 Sideróforo Desferroxamina B BGC (100% dos genes 
apresentam similaridade) 
Cluster 25 6543 – 28843 Terpeno Germacradienol/ 
Geosmina sintase 
Cluster 26 14854 - 29885 Sideróforo Aerobactina 
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IucA/IucC família proteínas 
 
Em uma avaliação prévia dos metabólitos, realizou-se o cultivo de dez 
diferentes meios de cultura, que foram posteriormente submetidos a uma 
partição líquido-líquido com acetato de etila, os extratos remanescentes foram 
separados por cromatografia líquida e avaliados por espectrometria de massas 
de alta resolução. 
O espectro de massas de alta resolução indicou a presença de 
antimicinas, desferroxamina E, candicidina, e outros metabólitos cujas 
estruturas ainda não foram atribuídas, como a espécie com massa 912 Da, um 
peptídeo não ribossomal, provavelmente da classe das surugamidas. Porém, 
não foram encontradas as manopeptimicinas, embora análises in silico 
indiquem que o micro-organismo possui um cluster de genes que está 
relacionado à biossíntese desses metabólitos.  
4.1.2. Desferroxamina 
A partir do espectro de fragmentação ESI-(+)MS/MS dado na Figura 16, 
a molécula proposta foi a desferroxamina E (Figura 15). Conforme observa-se 
a Figura 16, são esperadas perdas neutras de 200 Da em sua fragmentação, 
que correspondem a succinilcadaverina. A desferroxamina B é prevista nas 
análises in silico, porém não foi detectada inicialmente. Para certificar a 
estrutura do metabólito observado é necessário realizar uma purificação e um 
RMN do produto. 
 
Figura 15. Estruturas das desferroxaminas B e E. Adaptado de Angolini e colaboradores.16 
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Na Figura 16 é apresentado o espectro de fragmentação da 
desferroxamina E, indicando na estrutura da molécula as regiões onde ocorrem 
as clivagens.20 
 
Figura 16. Espectro de fragmentação para a desferroxamina, obtido com o auxílio do programa 
MassLynx. 
A presença desse metabólito nas análises indica que o cluster de genes 
que o biossintetiza é funcional sob condições de cultivo (Figura 17). 
 
Figura 17. Esquema do cluster de genes que biossintetizam as desferroxaminas em 
Streptomyces sp. CBMAI2043 (A) e S. coelicolor M145. Adaptado de Barona-Gómez21 e 
Angolini.20 
Análises do genoma de S. coelicolor M14521 indicaram a presença dos 
genes desA a desD, que codificam a biossíntese das desferroxaminas. Barona-
Gómez enfatiza a relação entre a presença de ferro no meio de cultura e a 
produção desses metabólitos. A proteína sintetizada por desA (DesA) possui 
similaridade com as descarboxilases dependentes de PLP, o gene desB, 
sintetiza uma proteína que é semelhante a uma amino mono-oxigenase 
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dependente de FAD (DesB), o gene desC, produz uma acil-transferase 
dependente de acil-CoA (DesC) e desD uma oligomerase dependente de NTPs 
(DesD) (Figura 18).20,21 
 
Figura 18. Rota biossintética da produção de desferroxaminas, onde o substituinte R pode ser 
-CH3 ou -CH2CH2COOH. Adaptado de Barona-Gómez.20,21 
4.1.3. Antimicinas 
Foram identificados também nos espectros de alta resolução (FT-ICR), 
no modo negativo, as antimicinas (Figura 19). No total, foram encontradas seis 
moléculas dessa classe atribuídas de acordo com o padrão de fragmentação e 
aos valores exatos de massa. Como algumas das antimicinas são isômericas, 
ainda restam dúvidas na atribuição exata dessas estruturas.  
Tabela 11. Razão m/z de algumas moléculas da classe das antimicinas, seus 
substituintes e fragmento característico. Adaptado de Angolini.20 
m/z (erro) Antimicina R2 Fragmento R1 
505.2202 
(1.07 ppm) 
A4 
a -COCH(CH3)2 87.0446 -(CH2)3CH3 
b -COCH2CH2CH3 87.0446 -(CH2)3CH3 
A20 -COCH3 43.0183 -(CH2)5CH3 
519.2357 
(0.94 ppm) 
A3 
a -COCH(CH3)CH2CH3 101.0602 -(CH2)3CH3 
b -COCH2CH(CH3)2 101.0602 -(CH2)3CH3 
A7 
a -COCH(CH3)2 87.0446 -(CH2)2CH(CH3)2 
b -COCH2CH2CH3 87.0446 -(CH2)2CH(CH3)2 
533.2508 
(0.34 ppm) 
A2 
a -COCH(CH3)2 87.0446 -(CH2)5CH3 
b -COCH2CH2CH3 87.0446 -(CH2)3CH3 
A8 
a -COCH(CH3)CH2CH3 101.0602 -(CH2)2CH(CH3)2 
b -COCH2CH(CH3)2 101.0602 -(CH2)2CH(CH3)2 
A11 -COCH2CH2CH(CH3)2 115.0759 -(CH2)3CH3 
A17 -COCH(CH3)CH2CH3 101.0602 -(CH2)4CH3 
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547.2663 
(0.18 ppm) 
A1 
a -COCH(CH3)CH2CH3 101.0602 -(CH2)5CH3 
b -COCH2CH(CH3)2 101.0602 -(CH2)5CH3 
A12 -COCH2CH2CH(CH3)2 115.0759 -(CH2)2CH(CH3)2 
A13 -COCH2CH2CH(CH3)CH2CH3 129.0915 -(CH2)3CH3 
A19 -COCH(CH3)CH(CH3)2 115.0759 -(CH2)4CH3 
561.2832 
(1.47 ppm) 
A10 
a -COCH(CH3)CH2CH3 101.0602 -(CH2)3CH(CH3)CH2CH3 
b -COCH2CH(CH3)2 101.0602 -(CH2)3CH(CH3)CH2CH3 
A14 -COCH2CH2CH(CH3)CH2CH3 129.0915 -(CH2)3CH3 
A15 -COCH2CH2CH(CH3)2 115.0759 -(CH2)5CH3 
575.2994 
(1.96 ppm) 
A16 -COCH2CH2CH(CH3)CH2CH3 129.0915 -(CH2)5CH3 
 
Figura 19. (A) ESI(-) FT-ICR-MS de Streptomyces sp. CBMAI 2043, obtido de um extrato (meio 
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AFMS) no modo full scan, (B) padrão de fragmentação (MS/MS) da antimicina A1a 
desprotonada. 
Na Figura 20 tem-se a apresentação esquemática do cluster de genes 
biossintéticos das antimicinas. Esse cluster conta com genes regulatórios, 
transportadores e biossintéticos. As antimicinas são antibióticos importantes, 
pois atuam como inibidores da cadeia respiratória e atualmente são utilizadas 
como piscicidas para certas espécies de peixes.  
 
Figura 20. Esquema do cluster de genes que biossintetizam as antimicinas em Streptomyces 
sp. CBMAI 2043 (A) e S. ambofaciens. Adaptado de Seipke e Angolini.20,16 
O gene 5 corresponde a uma PKS multimodular (antD) e possui 
domínios KS, AT, ACP e TE. Segundo Seipke14, o cluster é organizado em 
quatro unidades transcricionais, antAB, antCDE, antFG e antHIJKLMNO.  
Os genes antFGHIJKLN, participam da biossíntese, antCD codifica uma 
NRPS/PKS, antE codifica uma crotonil-redutase e antM uma ceto-redutase, 
antO e antB codificam enzimas molde, por fim, antA codifica uma RNA 
polimerase com função extra citoplasmática. O gene antP codifica uma 
quinureninase e o antQ, uma fosfopanteteinil transferase, esses genes estão 
presentes apenas nas formas longa (L) e intermediaria (I). 
A produção das antimcinas envolve uma via mista de NRPS/PKS e a 
biossíntese envolve o trabalho de quatorze enzimas, chamadas 
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AntBCDEFGHIJKLMNO. O início se dá pela abertura do anel indol do triptofano 
(Figura 21) por ação da triptofano-2,3-dioxigenase (AntN), nessa etapa ocorre a 
formação da N-formil-L-quinurenina. Nos genes com forma L, essa molécula é 
transformada em antranilato, via uma quinurinase específica (AntP), já nos 
genes com forma S (forma curta), por não possuírem o gene antP, a 
quinurinase provavelmente é a mesma que participa do metabolismo primário 
do triptofano. O antranilato é ativado pela proteína acil-CoA ligase, AntF e 
carregado pela AntG. Depois de carregado, o antranilato é modificado pela 
ação de uma enzima oxigenase multicomponente, AntHIJKL, se tornando o 3-
amino-salicilato (Figura 21).14 
Figura 21. Ativação do substrato triptofano para início da biossíntese. Adaptado de Seipke e 
colaboradores.14 
O 3-amino-salicilato é a molécula iniciadora da biossíntese, no AntC 
(Figura 22). O AntC é organizado em dois módulos, que possuem domínios de 
condensação (C1 e C2), adenilação (A1 e A2), tiolação (T1 e T2) e 
cetorredutase (KR). No primeiro domínio de adenilação, uma unidade de 
treonina é incorporada e condensada no primeiro domínio de condensação e 
carregada ao domínio de tiolação. No segundo módulo, uma unidade de 
piruvato é incorporada no domínio A2. Em C2, ele é condensado junto da 
treonina e seletivamente reduzido no domínio da cetorredutase. A proteína 
AntD, uma PKS, possui os domínios cetosintase (KS), acetil-transferase (AT), 
proteína carregadora de acila (ACP) e tioesterase (TE). O domínio AT promove 
a transferência de uma unidade de 2-carboxilato-AcilCoA até o ACP. As acil-
CoA utilizadas no domínio de transferência de acila são provenientes de uma 
crotonil-CoA redutase homóloga, AntE, que biossintetiza acil-malonil-CoA 
pouco usuais. A combinação de AntE e AntDAT é responsável pela grande 
variedade do grupo R2. Isso foi comprovado avaliando o perfil de cepas que 
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não produzem a proteína AntE, as quais biossintetizam antimicinas com pouca 
variedade estrutural no grupo R2.14 
O domínio de cetossintase catalisa a condensação descarboxilativa 
entre o tioester-aminoacila ligado ao AntCT2 e a parte 2-carboxi-acila ligada ao 
AntDACP. Após essa etapa, a AntM (ceto-redutase) promove a redução seletiva 
do grupo ceto na posição β ao tioester, sendo possível então, a promoção da 
ciclização (Figura 22).  
As enzimas moldes, AntB e AntO, estão presentes em todos os clusters 
de genes das antimicinas. O AntB é uma acil-transferase que promove a 
transesterificação e é responsável pela diversidade do grupo R1 (Figura 12). Já 
o AntO é uma lipase homóloga que promove a acilação do grupo amino do 3-
aminosalicilato, essa enzima também é responsável pela ação antifúngica 
contra Candida albicans.20 
 
Figura 22. Via biossintética das antimicinas. Adaptado de Seipke e colaboradores.14 
4.1.4. Candicidina 
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Detectou-se, no espectrômetro de massas de alta resolução, a 
candicidina (Figura 23), um metabólito conhecido por sua ação contra o fungo 
Candida albicans. Em testes anteriores para a avaliação da atividade 
antibiótica e antimicótica, a cepa de Streptomyces sp. CBMAI 2043 apresentou 
atividade contra Candida albicans.22 Além disso, o cluster responsável pela 
biossíntese desse metabólito possui similaridade com o cluster de S. griseus.20 
 
Figura 23. ESI(+)Orbitrap de um extrato de Streptomyces sp. CBMAI 2043 (meio A) 
apresentando os íons observados entre m/z 1000 – 1200, no modo full scan. 
Por se tratar de um espectro de alta resolução e com baixo erro 
associado, pode-se propor que a candicidina foi produzida nas condições de 
cultivo. 
Quatro genes codificam a produção da candicidina, são eles canP1, 
canP2, canP3 e canPF. A proteína CanP1 possui um módulo de carregamento 
na região do N-terminal, que contém uma CoA-ligase (CoL) e um domínio de 
ACP, o domínio de carregamento é fundido com um domínio de condensação 
que inclui módulos KS, AT e ACP. Foram identificados três módulos de CanP2, 
sendo que todos eles possuem um AT metil-malonato específico (mAT). Um 
módulo contém domínios KS, mAT, KR e ACP. O módulo seguinte possui DH e 
ER, responsáveis pelos grupos metileno, e o último módulo conhecido possui 
mAT, KR e ACP. CanP3 é constituída de cinco módulos, KS, AT, DH, KR e 
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ACP, que são responsáveis pela formação das duplas ligações conjugadas. 
Por fim, CanPF, é incompleta, e possui duas regiões: C-terminal semelhante a 
uma manose-desidratase e um N-terminal (domínio KS) semelhante a uma 
PKS modular (Figura 24).23 
 
 
Figura 24. Apresentação esquemática do cluster biossintético da candicidina em Streptomyces 
sp. CBMAI 2043(A) e S. griseus. Adaptado de Campelo e Angolini.23,20 
Campelo e Gil23 propõe que a biossíntese da aglicona de candicidina se 
inicie em CanP1, e continue em CanP2 e CanP3. A candicidina é uma 
molécula que possui um anel aromático, que é a unidade inicial da cadeia, o 
ácido para-amino-benzóico (PABA). O início da biossíntese pode exigir a 
ativação do PABA pelo domínio de carga, que seria seguido pela primeira 
etapa de alongamento catalisada pelo módulo seguinte. A cadeia nascente 
seria transferida pelo ACP do módulo 1 para o KS do primeiro módulo do 
CanP2. O CanP2 seria responsável pela incorporação de três moléculas de 
etilmalonil-CoA como unidades de extensão na cadeia de policetídeos, o que 
concorda com a estrutura da candicidina. Após os três passos de alongamento 
realizados pelo CanP2, a cadeia seria transferida para o CanP3, o que 
catalisaria a condensação de sete malonil-CoA e a formação das ligações 
duplas conjugadas (Figura 25).23 
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Figura 25. Biossíntese da candicidina. Adaptado de Campelo e colaboradores.23 
4.1.5. Manopeptimicinas 
As manopeptimicinas são glicopeptídeos que foram inicialmente isolados 
em S. hygroscopicus. Atualmente sua ação contra cepas resistentes aos 
antibióticos da classe das metilciclinas e vancomicina vem despertando grande 
interesse no estudo desses metabólitos. A biossíntese das manopeptimicinas 
são codificadas por dois grandes genes (NRPS). Tais genes participam da 
formação do núcleo hexapeptídico, e correspondem aos genes indicados por 
mppA e mppB. 
O mppA possui em torno de 8200 nucleotídeos, tem uma região de 3,5 
kb que contém a sequência do fragmento de EcoRI, que codifica para a 
adenilação da serina. Esperava-se que por ser um núcleo hexapeptídico 
estivessem presentes seis domínios de adenilação. Como se pode observar na 
Figura 26, o mppA possui três módulos, cada qual com um domínio de 
adenilação, que correspondem a incorporação da serina, glicina e fenilalanina. 
Já o mppB possui três módulos, porém apenas dois deles contém domínios de 
adenilação, que correspondem a incorporação da D-tirosina e da enduracidina 
(Aiha-B). Como o módulo mppB-M3 é incompleto, os estudos revelaram que os 
módulos mppB-M2 e M3 são os responsáveis pela incorporação da segunda 
unidade do derivado de enduracidina (Aiha-A).16,17 
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Figura 26. Biossíntese das manopeptimicinas. Adaptado de Magarvey e colaboradores.17 
A Figura 27 apresenta os clusters biossintéticos de Streptomyces sp. CBMAI 
2043 e S. hygroscopicus. 
 
Figura 27. Descrição do cluster de genes biossintéticos em Streptomyces sp. CBMAI 2043 
(genes 23 e 24 semelhantes ao mppA  emppB) (A); Descrição do cluster de genes 
biossintéticos em S. hygroscopicus (B). Adaptado de Angolini e colaboradores.20 
O cluster 21 contém grande similaridade com o grupo de genes das 
manopeptimicinas, identificados na cepa S. hygroscopicus. 
A Figura 28 mostra as homologias do cluster biossintético 21 (A) com os 
clusters da manopeptimicina (B) e enduracidina (C). A base de dados 
antiSMASH indica uma similaridade de 51% de homologia com os genes mpp 
da cepa S. hygroscopicus (B). 
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Figura 28. Homologias do cluster 21 com genes já conhecidos. 
A base de dados indica que os domínios de adenilação do cluster 21 
podem incorporar fenilalanina, tirosina, triptofano, glicina, ornitina, treonina, 
serina e leucina (Figura 29). 
 
Figura 29. Contigs 21-58 e 21-59 contendo as informações dos possíveis precursores e 
extensores incorporados ao longo da biossíntese das manopeptimicinas. 
O gene 58 possui 44% de suas proteínas similares ao mppA e o gene 59 
possui 51% de similaridade com o mppB (Figura 30). 
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Figura 30. Alinhamento de proteínas do mppA e CBMAI2043 (A) e mppB e CBMAI 2043 (B). 
Em verde Streptomyces sp. CBMAI 2043 e em preto Streptomyces hygroscopicus. 
A análise do cluster também indicou que a cepa Streptomyces sp. 
CBMAI 2043 não possui os genes análogos mppM e mppN, relacionados a 
uma isovaleriltransferase, responsável pela incorporação dos grupos isovalerila 
presentes nas manopeptimicinas γ, ε e δ (Figura 14), indicando que essas 
moléculas provavelmente não são produzidas na cepa acima citada.20 
4.2. Biologia molecular 
4.2.1. Construção do plasmídeo de deleção 
Com grande interesse na biossíntese dos metabolitos manopeptimicinas 
e antimicinas, após avaliar o metabolismo global e desreplicação, iniciaram-se 
estudos voltados para essas duas classes de moléculas em particular. 
Em paralelo aos experimentos de cultivo, uma vez que foram obtidas as 
informações relacionadas ao sequenciamento total do genoma de 
Streptomyces sp. CBMAI 2043, foram selecionados agrupamentos 
biossintéticos para promover a deleção de uma região inicial de um gene 
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considerado como importante para a biossíntese de metabólitos secundários. 
Nesse tipo de experimento é esperado que o perfil metabólico após a deleção 
seja modificado, o que pode ser observado pela interrupção da biossíntese dos 
metabólitos associados aos clusters de genes biossintéticos. Para cada 
deleção foram amplificadas duas regiões, uma anterior e outra posterior com 
aproximadamente 2000 pb, que flanqueiam a região do gene a ser deletado. A 
amplificação ocorreu por reação em cadeia da polimerase (PCR). Os 
fragmentos possuem uma região de correspondência (regiões de homologia) 
que permitem a união desses fragmentos após a deleção (Figura 31). 
 
Figura 31. Esquema de deleção indicando o gene alvo e as regiões flanqueadoras. 
Após a amplificação de todos os fragmentos foi realizada a montagem 
de dois plasmídeos de deleção utilizando-se um protocolo bem estabelecido 
conhecido como Gibson Assembly.24 Este protocolo permite a remontagem de 
genes maiores e plasmídeos a partir de fragmentos lineares. O plasmídeo de 
deleção pYH7 possui região especifica para a enzima de restrição NdeI. 
Quando se faz a reação de assembly utiliza-se o plasmídeo já digerido pela 
enzima, ou seja, na forma linear. O assembly ocorre na presença de três 
enzimas: uma exonuclease, uma ligase e uma polimerase (Figura 32).  
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Figura 32. Esquema da reação de Gibson Assembly. As regiões de homologia são mostradas 
em verde e laranja. Adaptado de New England BioLabs.24 
 
A exonuclease promove a retirada de nucleotídeos das fitas 5’-3’. As 
enzimas polimerase e ligase promovem a ligação dos fragmentos através das 
regiões correspondentes. A última etapa corresponde a inserção dos 
fragmentos unidos no plasmídeo de deleção, na região onde a enzima NdeI 
cliva (Figura 33). 
 
Figura 33. Plasmídeo pYH7 com a região de deleção incorporada (em vermelho). 
 
A triagem das colônias de E. coli por PCR de colônias evidenciou que as 
duas reações levaram a incorporação da deleção para obtenção do plasmídeo 
de interesse. As amostras analisadas correspondem respectivamente aos 
clusters C17 que codifica a produção das antimicinas (chamado de amostra 1) 
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e C21, que codifica para a biossíntese da manopeptimicina (chamado amostra 
3).  
Também realizou-se a digestão dos plasmídeos de deleção com as 
enzimas NdeI e XhoI para confirmar, juntamente com a PCR, confirmar a 
presença do fragmento de interesse (Figura 35). A enzima NdeI cliva 
especificamente em dois pontos que flanqueiam o gene ligado ao plasmídeo e 
por isso é utilizada para essa confirmação. Já a XhoI cliva gerando dois 
fragmentos, um de 10 kb (contendo a região ligada e uma parte do plasmídeo) 
e outro de 4 kb (restante do plasmídeo) (Figura 34). 
 
Figura 34. Plasmídeo de deleção do cluster de genes das manopeptimicinas. 
 
 
Figura 35. PCR de colônia e ensaio de restrição com NdeI, colônia 10 e 4 pertencem ao cluster 
21 (A). Ensaio de restrição com enzima XhoI, A, D e E pertencem ao cluster 21 (B). (Marcador 
de peso molecular – Sinapse 1 kb). 
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 Na Figura 35(A) é possível observar duas bandas de 2000 bp na PCR 
de colônia em todas as análises (tanto para o cluster 17 quanto para o cluster 
21), que correspondem às duas regiões flanqueadoras separadamente. Porém, 
na análise de restrição, observam-se as bandas do plasmídeo (mais pesadas) 
e bandas de 4000 bp, que corresponde aos fragmentos das regiões 
flanqueadoras unidas (2000 bp cada) apenas para as colônias 4 e 10, para as 
amostras relacionadas ao cluster 21. Na parte relacionada ao cluster 17 
apenas se observa a banda do plasmídeo. Em (B) tem-se o ensaio com a 
enzima XhoI, que mostra os fragmentos de 10 kb e 4 kb, que estão de acordo 
com o que mostra a Figura 34. Por conta dos ensaios de restrição do cluster 17 
serem inconsistentes, seguiu-se com as análises apenas para o cluster 21 –
manopeptimicinas. 
Após a obtenção dos plasmídeos de deleção, a etapa seguinte 
corresponde a conjugação, que compreende a transferência do material 
genético contido no plasmídeo obtido para a linhagem de Streptomyces, aonde 
pretende-se que a deleção do gene de interesse ocorra efetivamente. A 
conjugação foi realizada utilizando-se a linhagem E. coli ET12567 contendo o 
plasmídeo pUZ8002, responsável por promover a conjugação. O plasmídeo 
pYH7 contendo o gene para deleção foi transformado em ET12567/pUZ8002. 
O plasmídeo pUZ8002 é responsável pela formação do pílus entre a E. coli e a 
Streptomyces no passo final da conjugação, para que ocorra a transferência do 
material genético de um organismo para o outro. Nesse processo de 
conjugação ocorrem dois cruzamentos. Após esses dois cruzamentos, era 
esperado que a Streptomyces incorporasse o fragmento correspondente a 
deleção do gene selecionado ao seu genoma. Nesse caso uma linhagem 
mutante deletada é obtida. Entretanto no processo de cruzamento o fragmento 
correspondente à deleção pode ser excluído durante a replicação, e a espécie 
volta a possuir o perfil da linhagem selvagem.  
As triagens dos cruzamentos são mostradas abaixo, a confirmação se a 
espécie obtida na confirmação do segundo fragmento, na placa sem 
antibióticos foi realizada por PCR de colônia. O segundo cruzamento é apenas 
confirmado quando não há crescimento da bactéria na placa que contém 
antibiótico apramicina, indicando a perda da resistência e exclusão do 
plasmídeo. Das duas amostras trabalhadas, apenas uma promoveu o segundo 
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cruzamento (amostra correspondente ao cluster 21- manopeptimicinas) (Figura 
36).  
 
Figura 36. Confirmação do segundo cruzamento. Placa com apramicina indicando as colônias 
que sofreram o segundo evento de conjugação. 
 
Encontraram-se cinco colônias que aparentemente haviam apresentado 
o segundo cruzamento (colônias 4, 8, 9, 10 e 12), e todas foram submetidas à 
PCR com primer de confirmação (Figura 37). 
 
Figura 37. (A) Confirmação das deleções por meio de PCR de colônia, usando os primers de 
confirmação. (B) DNA extraído das cepas mutantes e controles positivos (relacionados ao 
cluster 21). 
O tamanho esperado para o fragmento gerado na deleção para as 
manopeptimicinas era de 619 bp e para as antimicinas era de 644 bp. Portanto 
os controles positivos e o DNA utilizado para verificar o sucesso da deleção 
estão coerentes. 
A região deletada se encontra no gene 58, e compreende domínios de 
adenilação, condensação, PCP e epimerização (Figura 38). 
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Figura 38. Domínios do gene 58. Em destaque, domínios da região deletada. 
 
4.2.2. Metabolismo da cepa mutante (cluster 21) 
Em paralelo aos experimentos de deleção, foi realizada a avaliação do 
metabolismo das cepas mutantes (4 e 10) e da selvagem (wt) foram feitas por 
LC-MS com analisador Q-TOF, ESI no modo positivo. Foram avaliados o meio 
bruto e o pellet, extraído em metanol e nitrogênio líquido (Figuras 39 e 40). 
 
Figura 39. Cromatogramas dos meios de cultura das cepas mutantes (4 e 10) e selvagem. 
No cromatograma do mutante 4 observa-se um sinal entre 22 e 23 
minutos. Esse sinal aparece também no perfil do selvagem, porém com menor 
intensidade. Esse sinal corresponde à m/z 524,3, provavelmente um sideróforo. 
O restante do perfil cromatográfico é bastante parecido. 
63 
 
 
 
 
 
Figura 40. Cromatogramas dos pellets das cepas mutantes (4 e 10) e selvagem. 
 
Os cromatogramas dos pellets dos mutantes e do selvagem foram 
idênticos. 
As manopepetimicinas não foram encontras nas análises do meio e das 
células dos organismos mutantes e selvagem, porém ao cruzar as informações 
geradas pela análise de massas com o banco de dados GNPS,25 foram 
encontrados outros sideróforos do grupo das desferroxaminas (Figura 41). 
 
Figura 41. Cromatograma do mutante 10 (análise do meio). Os picos numerados indicam: 1 – 
Desferroxamina B + Al, 2 – Ferroxamina B, 3 – Desferroxamina u1a, 4 – Desferroxamina B, 5 – 
Desferroxamina E. Tempo de retenção entre 0,5 e 12 minutos. 
Tabela 12. Espécies e razões m/z determinados experimentalmente. 
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Espécie m/z atribuído 
experimentalmente 
Ferroxamina B [M+Fe-2H] 614,2732 
Desferroxamina u1A 545,8637 
Desferroxamina B [M+Al-2H] 561,8609 
Desferroxamina E [M+H] 601,3547 
 
As figuras 42 à 45 mostram o full scan e o padrão de fragmentação dos 
sideróforos descritos na Tabela 12. 
 
Figura 42. ESI(+)-MS/MS da desferroxamina B. 
 
 
Figura 43. ESI(+)-MS/MS da desferroxamina uA1 (a) e encontrado na literatura (b).27 
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Figura 44. ESI(+)-MS/MS da ferroxamina B. 
 
 
Figura 45. ESI(+)-MS/MS da desferroxamina E. 
 
Uma nova análise do metabolismo das cepas mutantes e selvagem foi 
realizada. Duas formas de extração foram testadas, uma com álcool isoamílico 
(Figura 46) e outra com a resina Amberlite (Figura 49).  
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Figura 46. Cromatogramas dos mutantes 10 e 4 e da cepa selvagem (WT). Amostras extraídas 
com álcool isoamílico. 
 
Nota-se uma diferença em 2,7 minutos, onde aparece um sinal nas 
cepas mutantes, mas não na selvagem. Os sinais correspondem as m/z 
118,08, 167,01, 257,14, 365,13, 807,99 e 922,00 (Figura 46). A fragmentação 
desses sinais é inconclusiva e o banco de dados GNPS não encontrou 
correspondentes para esses sinais. 
 
 
Figura 47. ESI(+)-MS do mutante 10 em 2,7 minutos. 
 
O espectro de massas da cepa selvagem nesse mesmo tempo de 
retenção mostra os sinais 118,08, 167,01, 237,11, 293,17, 808,03 e 922,00 
(Figura 48). 
 
Figura 48. ESI(+)-MS do mutante 10 em 2,7 minutos. 
 
A diferença observada corresponde aos sinais das m/z 257,14 e 365,13. 
A avaliação dos espectros de massa e as informações do GNPS indicaram a 
presença dos sideróforos desferroxamina E e ferroxamina B. 
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Também foram realizadas extrações com a resina Amberlite em metanol 
(Figura 49). A resina retira do meio as moléculas polares. 
 
Figura 49. Cromatogramas dos mutantes 10 e 4 e da selvagem. Extração com resina 
Amberlite. 
 
Por conta de a resina adsorver grande quantidade de metabólitos do 
meio de cultura, esperava-se observar as manopeptimicinas ou algum 
derivado. Porém ao avaliar o cromatograma observa-se que o perfil dos 
mutantes e do selvagem são idênticos.  
Avaliando os espectros de massas encontram-se sideróforos já 
detectados nas análises iniciais do metabolismo dos mutantes, como a 
desferroxamina E, ferroxamina B, desferroxamina B + Al e a desferroxamina 
uA1. 
A não diferenciação dos perfis metabólicos das cepas mutantes e 
selvagem pode se dar por conta da porção deletada não afetar diretamente a 
biossíntese das manopeptimicininas, embora seja uma parte de um dos genes 
que conduz a biossíntese do núcleo peptídico que foi deletada. Por ser uma 
parte importante do gene 58, com um domínio de adenilação deletado, 
esperava-se alterações na biossíntese dos metabólitos relacionados a esse 
cluster. Porém, essa hipótese não pode ser confirmada, pois até o momento 
não foram encontradas manopeptimicinas nas amostras analisadas. Dessa 
forma, conclui-se que nas condições de cultivo não ocorre a produção de 
manopeptimicinas ou derivados. 
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4.3. Expressão heteróloga 
A biblioteca de clones foi construída em vetor pESAC13A no sítio 
de BamHI. Os clusters de interesse foram triados utilizando-se primers 
específicos para amplificar a região central e as regiões flanqueadoras. O DNA 
genômico da cepa selvagem Streptomyces sp. CBMAI 2043 foi extraído, 
obtendo-se uma massa superior a 10 µg de amostra. Os primers foram 
desenhados utilizando a ferramenta Geneious. As reações de PCR foram feitas 
utilizando a enzima MyTaq, dNTPs e o DNA. Confirmadas as amplificações, as 
amostras foram enviadas para a triagem da biblioteca ESAC. Para cada cluster 
foram construídos três pares de primers, um no começo, um no meio e um no 
final. 
Os experimentos para a expressão heteróloga foram conduzidos com os 
clusters 17 e 21, sendo os organismos heterólogos as cepas de S. coelicolor 
M1146, M1152, M1154. O plasmídeo utilizado é o ESAC13A em E. coli DH10B. 
Foi realizada a conjugação triparental entre a E. coli DH10B, E. coli TOPO10 e 
E. coli 12567 (Figura 50). Após essa etapa, foi realizada a conjugação entre a 
S. coelicolor M1146, M1152 e M1154 e E. coli 12567. Após o segundo evento 
de conjugação, e seleção das colônias com os antibióticos tiostreptona, 
apramicina e ácido nalidíxico, as colônias selecionadas foram cultivadas em 
meio líquido para extração do DNA genômico e posterior confirmação da 
transferência de material genético por PCR.26 
 
Figura 50. Representação da conjugação triparental e conjugação intergenérica. 
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Para o cluster 17, das antimicinas, a transferência para o organismo 
heterólogo foi obtida com sucesso para a cepa M1146. Para o cluster 21, em 
princípio, obtiveram-se duas cepas heterólogas, a M1146 e M1152. Na Figura 
51 é possível observar que algumas colônias selecionadas (cluster 17) 
apresentam a região do centro e as pontas do cluster integradas. As colônias 
1.1, 1.2 e 4.3 foram cultivadas e o metabolismo foi avaliado por espectrometria 
de massas. 
 
Figura 51. Imagem do resultado das PCRs da cepa heteróloga S. coelicolor M1146. 
 
Na Figura 52, pode-se observar que apenas a região final do cluster 21 
aparece na documentação do experimento de PCR em algumas colônias de S. 
coelicolor M1146 e M1152. Os experimentos de conjugação triparental e 
conjugação em S. coelicolor, para se obter a confirmação da incorporação das 
três regiões, encontram-se em andamento, e então se prosseguirá com o 
cultivo e avaliação do metabolismo.  
 
Figura 52.  Imagem do resultado das PCRs das cepas heterólogas de S. coelicolor M1146 e 
M1152. 
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4.3.1. Metabolismo das cepas heterólogas 
As cepas heterólogas correspondentes ao cluster 17, das antimicinas, 
foram cultivadas em meio GYM e extraídas com acetato de etila. Os extratos 
remanescentes foram tratados com metanol e avaliados por espectrometria de 
massas de alta resolução (Figura 53). Esperava-se encontrar algumas das 
antimicinas detectadas na avaliação inicial do metabolismo. 
 
Figura 53. Cromatogramas obtidos das análises das cepas heterólogas 1.1, 1.2 e 4.3 e da 
cepa selvagem A23, produtora de antimicinas. 
 
As análises do metabolismo das três cepas mutantes indicaram a 
presença de uma antimicina, possivelmente a A4. A espécie M+H foi detectada 
com uma m/z de 507,32 nas cepas heterólogas. É possível observar esse sinal 
a partir de 27 minutos de corrida. O mesmo sinal foi observado no espectro da 
cepa Streptomyces sp. CBMAI 2043 (A23), que produz moléculas da classe 
das antimicinas (Figura 54). 
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Figura 54. ESI(+)-MS/MS do íon 507,3. Em (A) o modo full scan das espécies, em (B) a 
fragmentação do íon 507,3 e em (C) o detalhamento da região de m/z 60 a 460. 
 
A fragmentação da antimicina A4 é apresentada na Figura 55.  
 
Figura 55. Representação do M+H da antimicina A4, indicando as clivagens que geram os 
sinais do espectro. A clivagem indicada por 1 representa a formação da m/z 421, em 2 mostra-
se a formação da m/z 243 e em 3 a formação das m/z 287 (se não ocorrer 1) e 200 (após a 
perda do fragmento dado em 1). 
 
Na Figura 55 são indicados os pontos de clivagem. Ao perder o grupo 
éster, indicado por 1, a espécie adquire uma m/z de 421 Da. Outra 
fragmentação que pode ser indicada é aquela que cliva nas carbonilas do anel 
dilactônico (2), e resulta em um fragmento de 243 Da. Por fim, a fragmentação 
dada por 3 indica a formação das m/z 287, se não ocorrer a fragmentação dada 
em 1, e 200 após a perda do fragmento dado em 1. Se o fragmento de 200 Da 
sofrer duas descarboxilações, ocorrerá a formação da m/z 112. 
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A obtenção de uma molécula da classe das antimicinas indica que a 
expressão heteróloga do cluster 17 ocorreu com sucesso. 
 
5. Conclusões 
O sequênciamento do genoma da Streptomyces sp. CBMAI 2043 indicou 
a presença de aproximadamente 32 clusters biossintéticos, os quais 
correspondem aos grupos das PKSs tipos I, II e III, NPRSs, terpeno, 
lantipeptídeo, sideróforo, bacteriocina, ectoina e vias mistas NRPS-t1PKS, 
lantipeptídeo-NRPS-t1-PKS, tiopeptídeo-lantipeptídeo, bacteriocina-terpeno. 
Visando estudar o potencial biossintético da linhagem, foram feitos 
cultivos das cepas em diferentes meios de cultura e os resultados foram 
avaliados por espectrometria de massas. 
Nas análises iniciais do metabolismo do micro-organismo Streptomyces 
sp. CBMAI 2043 foram encontrados metabólitos já conhecidos, tais como as 
antimicinas, desferroxamina e candicidina. Porém, para a atribuição exata das 
estruturas das moléculas será necessário realizar um cultivo em grande escala, 
purificação do extrato e avaliação por RMN.  
Tendo em vista a produção de moléculas da classe das antimicinas e um 
cluster biossintético que poderia participar da biossíntese das 
manopeptimicinas, construíram-se dois plasmídeos de deleção, sendo que um 
deles resultou na obtenção de cepas mutantes. O cluster associado a esse 
plasmídeo correspondia àquele que possivelmente participa da biossíntese das 
manopeptimicinas. Esses metabólitos, que possuem grande importância devido 
às suas atividades contra cepas resistentes aos mais modernos antibióticos, 
não haviam sido detectados nas análises iniciais. A avaliação do meio de 
cultura e das células não indicaram a presença deste metabólito ou análogos, 
porém foram detectados diversos sideróforos da classe das desferroxaminas. 
Outras técnicas de extração foram realizadas, porém os resultados indicaram 
apenas a presença de sideróforos. 
As bibliotecas genômicas foram construídas e triadas pela empresa Bio 
S&T (Canadá). Com isso realizou-se a expressão heteróloga para o cluster das 
antimicinas. Os resultados indicaram que a produção de antimicina ocorreu 
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com sucesso. Já conjugação em organismo heterólogo para o cluster das 
manopeptimicinas está em andamento, visto que a primeira tentativa de 
transferência do agrupamento de genes aparentemente não ocorreu 
corretamente. 
As perspectivas futuras para esse trabalho são a continuação dos 
estudos de expressão heteróloga para o cluster das manopeptimicinas, 
caracterização por RMN dos metabólitos obtidos até o momento e aplicação de 
técnicas diferentes para tentar a expressão do metabólito associado a esse 
cluster. 
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7. Anexos 
Autorização da comissão interna de biossegurança. 
 
